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It is known that what is nowadays called the negative com-

ponent PHI of the electroretinogram in general is the most resist-

ant component to different agents such as cold (Nikiforowsky,

1912) massage (Waller, 1909, Granit and Riddell, 1934)

ether, asphyxia (Granit, 1933) and potassium (Therjian, 1938).

So far it has not been possible to find a substance leaving the

dominating positive component PII relatively intact and se-

lectively attacking PHI, The nearest approach to this condition

are some experiments by Granit and Riddell (1934) demon-
strating dark adaptation to lead to a diminished PHI and an
enlargened PH.
Now we have found alcohol selectively to depress the nega-

tive PHI and this effect will be described below. Some experi-
ments with the optic nerve showed that at the same time the
very marked and now well-known phenomena of inhibition in
the optic nerve, found by Granit and Therman (1934, 1935)
with whole nerve and confirmed and analysed by Habtline
(1935, 1937, 1938b, see summary 1940) with single fibres, are
also selectively suppressed by alcohol.

' Received 4 January, 1941.
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Techniqne and Procedure.

The retinal action potentials -were recorded witli a three stage

directly coupled push-pull amidifier, the impulses in the optic

nerve vrith a condenser coupled amplifier both connected to a

cathode ray oscillograph.

Both white light from a 100 watt bulb and monochromjitic

light were used, the latter when records were taken from the

nerve, as it so happened that the unit built for this purpose was

in constant use in this laboratory for colour work in the manner

described by Granit and Svaeticiiin (1940).

Frogs {Rana tewporaria) were used in all experiments and the

technique of leading off from retina and nerve was the one stan-

dardized in the papers referred to. When light adaptation was

required the frogs were adapted to 20,000 m. c. in our standard

apparatus, described by Zewi (1939).

The alcohol was dissolved in Ringer’s solution (5—20 %) and

pipetted into the excised opened eyes on to the remains of the

vitreous body. Solutions of 10 % gave the best effects, seen al-

ready after 1—

2

min, and maximal after 6—8 min. With this

concentration the response was kept up for a considerable time.

In all some 300 observations were made on about 25 eyes.

Results.

1. The Effect of Alcohol on the Retinogram of Light- and
Dark-Adapted Eyes.

Fig. 1 a shows the normal light-adapted electroretinogram to

our standard stimulus. The slowly progressing effect of alcohol

is illustrated in b and c. It consists of a diminution of the initial

a-wave, a rise of the 6-wave and the positive phase of the res-

ponse and a diminution of the off-effect. These effects appear
with reliable regularity and are only modified by a gradual re-

duction of the whole response which, as a rule, is too slow to

prevent the selective initial effect from dominating the picture

of the first 10 min. after alcohol.

The diminution of the a-wave is particularly well demonstra-
ted in fig. 2 taken with greater amplification. It should be noted
that the a-wave falls at an increasingly slower rate and that, at

the same time, the 6-wave rises from a higher initial level. •



c. a. hekn’Hard and c. n. skooliln'd.

The ciianges undergone by the elect roretinogrnm of fig. 1 are.
indoecl, almost identical wth those described by Granit and
Riddkld (1031) for dark-adaptation. In accordance with this

Fii;. 1. O^cilloprnpli records of (lie clcetrorctinoj'mm of n light-ndnpfed frog.

II, normal response; b, :i min. and c, S min. after 10 % alcohol. Time in this and

the following figures in ’/j sec. Light signal above time record.

"^1

Fig. 2. O.sciJIogrnpli records of the o-ivnve of a light-adapted eye. Kormnl n-

wave to the left, the rest .successive stages of the effect of alcohol.

fact our alcobol experiments with dark-adapted eyes led tu

similar but much smaller changes which therefore, so to speak,

were in the direction of further emphasized dark-adaptation.

Without now entering into a discussion of further proofs for
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arguments to be expanded below, let us nevertheless already at

this stage throw a glance at Fig. 5 A. This figure shows that if

the “normal” initial electroretinogram labelled 1 is subtracted

from the curve 2, obtained after alcohol, there remains the neg-

ative component 3 which supposedly had been removed by the

influence of alcohol. An alternative would be that alcohol merely

had caused the positive component PII to rise. Further experi-

ments have allowed a choice between these two possibilities.

2. The Influence of Alcohol on an Eye Treated with Potassium.

The easiest way of producing a relatively pure negative com-

ponent Pill in the frog’s eye is to treat it with potassium chlo-

ride (Therman, 1938). This was done with the normal electro-

retinogram 1 of fig. 3. The result was curve 2 of the same figure.

Pig. 3. Effect of alcohol on retinogram after 0.5 % potassium chloride. 1. nor-

mal electroretinogram; 2, 3 min. after potassium; 3, 6 min. after alcohol.

As can be seen the negative Pill is a direct continuation of the

a-wave of the normal response.

When the eye had reached this stage it received a drop of

10 % alcohol in Ringer’s solution. A few minutes afterwards

the negative component had disappeared and the retinogram now
looked like curve 3 of the same figure. Thus alcohol very effec-

tively suppressed the negative component PHI of the largely

negative response after potassium, as was to be expected from

the behaviour of the a-wave.

Recently Bernhard (1941) has found that the eye of the

tortoise {Testudo graeca), at least in the autumn, may give a

practically pure negative response which all tests show to be the

negative component PHI in the practically isolated state. This

negative response is also suppressed by alcohol (Bernhard).

Thus our conclusions based on potassium-treated eyes are fully

supported by his results.



14 C. Q. BEHNHABD ASJ) C, E. SEOGLl«*a.

Fig. 4. Oscillograph records of clectroretinograms showing re-illumination on
the off-effect at different intervals. To the left normal eontrols, to the right same
after alcohol. Note, light signal for re-ilhimination. Calibration to 0.1 mV.

3. The Effect of Alcohol on the Augmented Negative a-Waves

Elicited by Light Superimposed on the Off-Effect.

Gbanit and Riddell (1934) found that re-illumination upon

the off-effect at different intervals led to a series of o-waves

wliich increased in size towards the top of the off-effect there-

after again gradually to decrease towards normal values. This

effect is shown in the three lower curves to the left of fig. 4 for
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different gaps of darkness, tke uppermost curve giving the nor-

mal off-effect control. They also showed that this effect implied

a tendency towards re-attainment of the level of negative PHI
reached towards the end of stimulation. Part of the off-effect

represented the swing-back of PHI seen also after potassium in

fig. 3 and summing algebraically with what remains of the slowly

diminishing positive PII. Later Granit and Therman (1937)

showed that the off-effect in addition contained an element of

rising positive PII which could be removed by putting in a flash

of light just before cessation of stimulation.

In view of the results mentioned it was of interest to try re-

illumination on the off-effect of alcohol-treated eyes. This has

been done in the series to the right in fig. 4, the reduction of the

a-waves obtained in this series clearly being in accordance with

our earlier results and the results and deductions of Granit
and Riddell (1934).

The diagram of fig. 5 A is based on an actual experiment. Curve

1 was the response before alcohol and curve 2 the response after

alcohol. Subtraction of 1 from 2 gave the negative component 3,

which accordingly had disappeared owing to the effect of alco-

hol.

In this diagram the off-effect deserves especial consideration.

Curve Ri gives the level which the negative dips reached for dif-

ferent intervals of re-illumination on the normal off-effect, curve

aj the corresponding level during the maximum of the alcohol

effect. It is again seen that re-illumination in the normal eye

leads to much larger negative dips than after alcohol which in

terms of the analysis of Granit and Riddell, means that at

the end of illumination there is a much larger negative component

to “re-establish” in the normal eye than in the alcohol-treated

eye. An idea of the size of this negative component is given by

the ordinates drawn from the top of the off-effect to ai and Sj

respectively. Again in the alcohol-treated eye there is more

positivity left at “off”. The amount of positivity is shown by

the ordinates drawn from the base-bne to ai and aj respectively.

This is the fraction of the off-effect which cannot be removed

by re-illumination but which, according to Granit and Ther-

man (1937) largely can be made to disappear by a flash of a

stronger bght put in just before cessation of illumination. Thus

our results are in complete accordance with the evidence for two

components in the off-effect.
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between 1 and 2 plotted downwards (see text).

Were one to draw tlie amount of swing-back of tbe off-effect

wbicb belongs to tbe negative component Pill alone, curves

like those in fig. 5 B would be obtained. These are also results

of the experiment illustrated in the diagram of fig. 5 A but the

Plll-part of the normal and the post-alcohol off-effects are here

given in per cent of the normal total off-effect. Thus the upper

curve illustrates that about 65 % of the normal off-effect depend-

ed on the return of Pill whereas after alcohol only 25 % can

have had this origin. Suppression of Pill with alcohol is thus

relatively effective though far from complete.
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Fig. G. Tlic retinal response to intermittent light before (upper curve) and after

(lower curve) alcohol.

Pairly complete removal of PII vritli potassium and suppres-

sion of PHI Avith alcohol (curve 3, fig. 3) actually gives an electro-

retinograni m complete accordance wnth the deductions made in

this section.

4. The BflFect of Alcohol on the Electrical Response
to Intermittent Light.

From the point of \new of the similarity between the effects

of alcohol and dark-adaptation it was of interest to study the

reactions to intermittent light. We know that the perceived

fusion frequency for flicker is lower in the dark-adapted eye.

That the same holds good for the electrical response was shown

bj" Granit and Riddell (1934) who also pointed out that the

electroretinogram of the light-adapted eye swings up and down

with the frequency of the intermittent stimulus, largely owing

to the brisk reactivity of the negative component PHI.

Fig. 6 illustrates two retinograms to intermittent stimulation

The upper one is the normal light-adapted control, the lower one

is a light-adapted eye after alcohol. An increased rate of stimu-

lation induces a larger negative component which, as it were,

holds the electrical response spring-like ready to rise as soon as

stimulation becomes less frequent. In this respect the alcohol-

treated eye with its lesser negative component is less active, as

shown by the lower curve of the figure.

The fusion frequency after alcohol falls considerably; from 17

normally to 13 at the height of the alcohol-effect, in the experi-

ment presented.

2

—

Acta pTiys. Scandinav. VoL II.
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Fig. 7. Records from the optic nerve at “off”, a, normal off-effect; b, and c,

inhibition of the off-response caused bj- re-illumination before (b) and after (c)

alcohol. Before cessation of illumination the eye had been illuminated for 1 sec

Time in ‘/s sec.

These facts fall in line with the conclusions by Gr^init and

Riddell (1934) to the effect that a large and active negative

component is part and parcel of the process transforming the

eye from the more slowly integrating apparatus of the dark-

adapted state to the fast precision instrument of light-adapta-

tion.

With central fixation and an area of about 5° we have also

found that the perceived fusion frequency of our own eyes falls

about 12 % when the blood alcohol reaches about 0.8 promille.

Similar observations have been made by Rubinstein and Ther-

MAN (1935). Our present results do not exclude the possibility

that the effect might have been retinal.

5. The Effect of Alcohol on the Inhibition of the Off-Impulses

in the Optic Nerve Caused by Re-Illuminatlon.

As shown by Graott and Therman (1935) and by Hartline

(1938) the negative a-waves caused by re-illumination upon the

off-effect are associated with inhibition of the impulses in the

optic nerve. It was therefore of great interest to find out whether

the diminished c-waves after alcohol would coincide with a re-

duced inhibitory effect of re-illumination.
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To this end we led off with silver-silverchloride cotton Avick

electrodes from whole nerve and studied the off-discharge during

re-illumination. The normal off-effect is shoAvn in the upper-

most curve of fig. 7. The following curve b of the same figure

illustrates the very effective inhibition beginning some 50 msec,

after re-illumination. Finally the experiment was repeated after

alcohol in curve c. There is now a considerable reduction of the

typical inhibitory effect of re-illumination, visible despite the in-

creased resting discharge caused by the drug.

To some extent the amount of reduction of inhibition after

alcohol varies from experiment to experiment. Probably the

main reason for this is the rotation of activity characterizing the

discharge of the optic nerve (Granit and Svaetichin, 1939).

Sometimes more, sometimes less inhibitable fibres happen to be

active. It was our impression that the shorter the exposure be-

fore the off-effect, the more complete the effect of alcohol in

suppressing inhibition. Whether this means that longer expo-

sures strengthen inhibition or remove other fibres but the most

inhibitable ones ^ve do not know. On the other hand, inhibition

may be very much suppressed also after long exposures.

Discussion.

Whereas there can be no doubt about the fact that alcohol

selectively suppresses the negative component PHI, it is more
difficult to exclude a stimulating effect on PII. Such an effect,

if there be one, is, hoAvever, of less immediate importance as

it would only somewhat modify the quantitative aspects of our

findings which in this case are not the most important ones.

Of greater importance is that we noAv possess a method of sup-

pressing Pill, that the results obtained W’ith this method in a

rather striking manner support the conclusions reached, in pa-

pers referred to above, by other methods designed to bring or-

der into this difficult subject, and, in particular, that suppression

of Pill udth alcohol runs parallel with a very marked diminu-

tion of inhibition in the optic nerve.

It is, indeed, a very significant general fact that whenever

modifications of PHI are introduced which can be recorded in

parallel with the discharge in the optic nerve, the results for

the nerve turn out to be a modification of the off-effect and of

inhibition. This has repeatedly been emphasized by Geanit (see
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c.
ff.

summary 1938) ivlio at the same time has been careful to
avoid speaking of any causal relationship between the two.
Nevertheless there must be some association between PHI and
inhibition at least in the form that PHI is especially connected
vdth the system that also is particularly likely to show up
inhibitory phenomena. On the other hand, Hartlike (1938a)

has made the important discovery that in the eye oi Pecten
there are two types of cells, the one set going by light, the other

by cessation of stimulation. The latter type is inhibited by hght.

It would tlierefore be premature to attempt to formulate any-

thing more definite at this stage, the more so as the histology

of the eye of Pecten deserves to be carefully studied.

From the point of view of alcohology it is of great interest to

find this substance selectively to suppress inhibition in a struc-

ture such as the retina which has the histological properties of a

nervous centre. It may well have significant consequences for

further work along these lines with other parts of the nervous

system.

Summary.

Electroretinograms and impulses in the optic nerve of frogs

have been recorded with amplifier and cathode ray oscillograph.

The aim of the work was to study the effect of alcohol on the

components of the electroretinogram and on the inhibition of

the discharge in the optic nerve during re-illumination after

cessation of stimulation.

The isolated potassium-resistant negative component PIH of

the total electroretinogram is selectively suppressed by alcohol.

The negative component PIII is known to initiate the total

electroretinogram with the fast, so-called o-wave. This wave is

also selectively suppressed by alcohol.

The return of the negative component at cessation of illumi-

nation is known to be part of the large and fast off-effect. This

part is also selectively suppressed by alcohol.

The negative component is known to cause particularly large

a-waves during xe-dlumination on top of the off-effect. These

a-waves are also suppressed by alcohol.

The negative a-waves caused by re-illumination on top of the

off-effect are known to be associated with inhibition of the dis-

charge of impulses in the optic nerve. This inhibitory effect is
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also largely suppressed when, owing to the influence of alcohol,

the a-wave itself diminishes.

Thus alcohol has a selectively suppressing effect on the iso-

lated negative component Pill of the retinal electrical response

to light and the phases known to be expressions of this component
as w^ell as on inhibition in the optic nerve.

From the sensory point of view alcohol acts very much like

dark adaptation. It reduces the fusion frequency to intermit-

tent light and changes an electroretinogram of a light-adapted

eye much as does dark-adaptation.

The expenses of this research were defrayed by grants from

the Foundation Therese and Johan Anderssons IVIinne to the

authors and from the Rockefeller foundation to the Neurophy-

siological Laboratory.
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Preparation and Purification of TlironiMii.^

By

TAGE ASTRUP and SVEN DARLING.

(With 4 figures in the text.)

Since the discovery by Alexander Schmidt of the blood-clotting

enzyme thrombin, this substance has been the subject of several

investigations. The knowledge of the nature of thrombin and its

properties is significant for the understanding of the mechanism
of the blood-clotting, and the conditions for obtaining real know-
ledge of the properties of thrombin is the availability of purified

and potent preparations of the active substance. In most of the

previous works on thrombin this condition has not been fulfilled.

Usually clotting-times of a few hours were used, and a clotting-

time of a few minutes' duration Was regarded as exceptionally

good results. With such weak preparations only very unreliable

results of slight theoretical value are obtained, and opinions are

still differing greatly as to the nature of thrombin and its mode

of action in the blood-clotting process. Concerning these different

opinions the reader is referred to the reviews of Wohlisch (1929),

Oppenheimer (1926, 1939) and Hoivell (1935).

Potent preparations of thrombin yielding clotting-times of a

few seconds have been described only by Mellanby (1909, 1933),

Howell (1910, 1913) Bleibtreu (1926) and Seegers, Brink-

Hous, Smith and Warner (1938).

The method of Howell is based on the extraction with 8 per

cent sodium chloride solution of adsorbed thrombin from fibrin.

It is very laborious and time-consuming to prepare thrombin

according to the method of Howell; also the improved form of

Eoberts' (1935) yields products inferior to those obtained after

the other methods mentioned.

Received 7 January, 1941.
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All tlie other methods are based on the condition found by J.

Mellanby (1909) that a fibrinogen preparation obtained by
dilution of blood plasma with distilled water and acidification

contains large amounts of prothrombin, which can be converted

and purified to thrombin in various ways.

Mellanby first worked with avian plasma, which is stable

without addition of anticlotting substances. The plasma was
diluted 20 times with distilled water and a few drops of 0.1 per

cent acetic acid were added. The precipitated fibrinogen was
resolved in physiological salt solution and activated by addition

of calcium chloride and thrombokinase.

Later Mellanby (1931, 1933), working with oxalated njamma-
lian plasma, described a new method in which he first purified

the prothrombin, which then was activated to thrombin, and

}delded very potent preparations which could be purified further.

Another method of obtaining very potent thrombin prepara-

tions is given by Seegers, Brinkhous, Smith and Warner
(1938 a, b). These authors also purify the prothrombin after a

method similar to that of Mellanby, before activating it to

thrombin.

Bleibtreu (1926), however, employs the first method of

Mellanby and shows, that with this method it is possible also

with mammalian plasma to obtain very potent preparations.

According to our preliminary experiments on preparation of

thrombin, the original MELLANBY-method, as modified by Blbib-

TREU, showed the most promising results. The best yield of active

substance was obtained with this method. This experience, then,

is in accordance with the experiments of Abderhalden and Buad-

ZE (1935).

Therefore systematic investigations based on the original method

of Mellanby were commenced in order to find the best conditions

for the preparation of potent thrombin, and these studies resulted

in the method newly published (Astrup and Darling (1940)).

The present paper gives an account of the experiments on

which this method is based, together with further purification

and investigation of the thrombin prepared. The method was

used in a previous work (Astrup (1938)) for the preparation of

chicken thrombin from chicken plasma. For the preparation

of thrombin in large quantities, however, it is necessary to use

a more available plasma as starting material. Ox plasma is there-

fore used for this puspose.
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1. Basis of the Method.

Ox Plasma.

Ox blood is collected in glass jars containing 15 ml. of a 20 per cent
potassium oxalate solution per liter of blood. This amount of oxalate
is rather large, but it was found necessary for satisfactory fluidity of

the large quantities of blood employed. The blood is passed through
a metal sieve and centrifuged by a continual-working centrifuge of the
oil or milk centrifuge type. There is obtained 50 to 55 per cent (by
volume) of plasma, which usually is worked up immediately. Standing
in the cold (0°) for 24 hours does not affect the plasma.

ThromboMnase.

For activating, a thrombokinase prepared from fresh, ground beef

lung was used. The lung was extracted with 2 parts (by weight) of

0.9 per cent NaCl solution for 4—5 hours with intermittent stirring.

The mixture is passed through a double layer of gauze, and used as

such immediately. To a solution of MELLANBY-fibrinogen prepared

from 10—12 liters of ox plasma, an extract of 2 kg. of lung with 4 1.

of salt solution is used.

Measorement of Thrombin.

The potency of thrombin is measured by its capacity for clotting

oxalated plasma. The clotting power, according to the literature, is

directly proportional to the reciprocal of the clotting time, if not too

weak solutions are used. If this is the case, it will be a simple matter

to measure the potency of the thrombin solutions.

The determination of the clotting time takes place as follows: In

tubes measuring 80 mm. in height and 15 mm. in diameter, O.io ml.

thrombin solution is pipetted, l.o ml. ice cooled oxalated plasma is

added by blowing out the pipette, so that a good mixing of the contents

is obtained. The tube is placed quickly in a water-bath at 37°, and the

clotting time is determined.

By dilution of a thrombin solution and determination of the clotting

time for the resulting dilutions, the curve shown in Fig. 1 is obtained.

The clotting time (t) is measured in 1/100 min. and the concentration (c)

is given in per cent of the original solution.

From Fig. 1 it is seen that for clotting times not over 2 min. a straight

line is obtained, and it was found possible to reproduce the values and

use the method for standardisation.

Based on this, a thrombin unit (t. u.) is defined as the amount of

active substance which will clot 1 nd. of oxalated plasma in 30 seconds

(= 0.50 min.) at 37°.
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The potency of a thrombin solution is given as the number of thrombin
units per ml. (t. u. per ml.). If the clotting time is measured in 1/100
min. the potency is given through the following equation (1).

t. u. per ml. = 50

O.io -t

500~
(
1 )

If the measurement is made in seconds, the equation (2) is applied:

t. u. per ml. = 30

O.io -t

300
(
2
)

Fig. 1. Concentration of thrombin in per cent against the reciprocal

of the clotting time.

For a dry thrombin preparation the potency found is converted to

thrombin units per mg. of substance. For all the thrombin fractions

the activity of the substance was then calculated as the amount of the

thrombin units per mg. of nitrogen.

Preparation of tlie Prothrombin Solution.

The precipitation of the MELLANBY-fibrinogen is to be done in such

a manner, that it contains the largest amount of prothrombin. As a

rather large amount of oxalate is added, the plasma is diluted with

15 parts of distilled water instead of 10 parts as usual. ilELUANBY (1931)

describes a pH 5.3 as the best. Bleibtreu (1926), however, uses a

pH 6.2 for his precipitation. In preliminary experiments with varying

pH values it was shown that the pH 5.3, as given by Hellanby,
gives the best results, and in further experiments the precipitation

according to Mellanby was compared with the precipitation of Bleib-
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TREU, and the results given in Table I were obtained, showing again
that pH 5.3 gives the most potent thrombin.

Table I.

ml. AcOH pH t Thrombin units

1 per cent l/lOO min. t. u. in 3 ml.

1.00 6.2 100 0.76

1.60 5.3 70 3.30

2. Preparation of Crude Thrombin (A).

The crude thrombin was then prepared as follows:

10 1. of plasma is diluted with 1501. of distilled water and precipitated

with acetic acid at pH 5.3, for which about 3 1. of 1 per cent acetic

acid is used. The precipitation is most practically carried' out in lots

of 1 1. plasma, and the MELLANBY-fibrinogen is passed through a cen-

trifuge after standing for about 10 min. Centrifugation of the whole

amount takes about 1 hour, and the fibrinogen is then dissolved in

7.0 1. of 0.9 per cent NaCl at about 30°. 1.5 1. of kinase and 250 ml. of

I. 5 per cent calcium chloride solution are added. The mixture clots

in 1—3 min,, and during this time it is stirred vigorously in order to

obtain the fibrin in a tliead-like form, which is easy to remove. The
mixture stands 1 hour and is passed through a sieve. The solution

contains about 8 1, u, per ml, and has a volume of about 9 1. Yield about

70.000 t, u.

This MELLANBY-solution is precipitated with one volume of acetone,

and after standing to the next day it is centrifuged and the precipitate

treated in a mortar with about 1,5 1. of acetone. After standing for

24 hours it is filtered on a Buchner funnel, and is again treated with

I I. of acetone. After standing for some days, with intermittent stirring,

it is filtered, treated with ether, and dried in the air. It is important

that the treatment with acetone is done thoroughly, as a small rest

of humidity renders the drying difficult, and thus reduces the activity.

The yield is about 60 g. of crude thrombin as a white powder. If

50 mg. of this is extracted with 10 ml. physiological NaCl, a solution

containing about 4 t, u. per ml. results. The total is 48,000 t. u., i. e.

about 70 per cent of the potency of the MELLANBY-solution. According

to this measmement the potency of the dried crude thrombin is 800

t. u. per g. A total of about 1.5 kg. of thrombin A was prepared after

this method.

3. Preparation of Purified Thrombin B.

As previous authors have obtained good results with reprecipitation

with acetone, this method of purification was tried and was found to
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give excellent results, as most of the impurities in thrombin A occurs
in denatured and insoluble form. The purification then proceeds as
follows: 40 g. of thrombin A are extracted for 6 hours at 0° with 800
ml. 0.9 per cent NaCl and a few drops of octyl alcohol. After centri-

fugation the precipitate is extracted again for 12 hours with 600 ml.
XaCl solution. The two extractions yield 1,100 ml. of a solution Ea
with a potency of 30—36 t. u. per ml. Total about 35,000 t. u.

To the solution Ea, 1 per cent acetic acid solution is added, until

pH 5.5., and after centrifugation the clear solution is precipitated with
2 volumes of ice-cold acetone. After standing for 2 hours the precipitate

is isolated by decantation and centrifuging, and is treated in a mortar
with 200 ml. of acetone. After standing to the next day it is filtered on
a Buchner funnel and treated with 200 ml. of absolute alcohol. After

standing for additional 24 hours it is again filtered, treated with ether

and dried in the air. The treatment with acetone and absolute alcohol

must be done thoroughly. Yield about 2.5 g. of purified thrombin B
containing about 10,000 t. u. per g. The yield is about 70—SO per cent

of the contents of the thrombin A.

4. Experiments lyitli Thrombin B.

In the precipitation of thrombin B some denaturation occurs

and 10—15 per cent of it is insoluble in distilled water and 0.9

per cent NaCl. From a solution of 1.15 g. thrombin B in 10 ml.

of distilled water, the precipitation curve with ammonium sulfate

after the method of ScHiiiTZ (1933 a) is obtained. This curve

shows content of globulin and albumin as previously mentioned

(Astrup and Darling (1940)). An ammonium sulfate precipita-

tion is therefore performed, and the fractions isolated and exa-

mined.

1.5 g. thrombin B is extracted for 2 hours with 100 ml. of dis-

tilled water. The solution is called Eb. 75 ml. of Eb is slowly

precipitated by addition of 75 ml. saturated ammonium sulfate

solution, and after 1 hour it is centrifuged and the precipitate

dissolved in 50 ml. of distilled water, The solution is called G—

I

and contains globulins. The centrifugate containing the albumins

is called A—I. Both solutions axe dialyzed in a cellophane tube

for 24 hours against running tap water. The resulting solution

does not give any reaction with Nesslers reagent. The potency

is determined as usual.

The albumin solution (A—I) amounts to 250 ml. and contains

22 t. u. per ml. Total 5,500 t. u. The globulin solution (G—I)

amounts to 75 ml. containing 51 t. u. per ml. Total 3,800 t. u.

A total of 9,300 t. u. is thus obtained. The original solution Eb
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amounted to 75 ml., containing 133 t. u. per ml. Total 10,000
t. u. Thus 93 per cent of the potency was found after the preci-

pitation and the dialysis.

A complete fractionation was not obtained by such a single

precipitation. The solutions A— and G—I are therefore nreci-

pitated again with addition of 1 volume of saturated ammonium
sulfate solution.

A—I only gives a small precipitete which is removed by centri-

fuging. The resulting clear solution is saturated with solid am-
monium sulfate and the substance is isolated, dissolved in a little

water and dialysed. The resulting solution is called A—^II. 1

volume of saturated ammoium sulfate is added to G—I which

is then centrifuged. The precipitate is dissolved in a little distilled

water, dialysed, giving solution G—^II. The centrifugate containing

albumins from the G—I solution is also dialysed, and gives

solution A—^III.

By determination of the potency of these solutions the following

results are obtained: 100 ml. of A—II containing 52 t. u. per ml.,

total 5,200 t. u. 240 ml. of A—III containing 10 t. u. per ml.,

total 2,400 t. u. 15.5 ml. of G—^II containing 43 t. u. per ml.,

total about 700 t. u. Thus 8,300 t. u. of the original 9,300 t. u.

was recovered. 7,600 t. u. was found in the albumin fractions,

and only about 700 t. u., i. e. 9 per cent was found in the globu-

lin fraction. A further reprecipitation of G—II yielded a prac-

tically inactive globulin fraction and an albumin fraction, which

contained almost all the potency of the original G—^II solution. The

globulin fraction constituted only a small part of the total protein.

These experiments show that by precipitation with ammonium

sulfate the purified thrombin B can be divided in a practically

inactive globulin fraction and an albumin fraction containing

the active substance. Curves for the ammonium sulfate precipi-

pitation of such fractions have been given previously (Astrup

and Darling (1940)).

The two albumin fractions A—II and A—III are now united

and precipitated by saturation with solid ammonium sulfate,

filtered on a Buchner funnel, dissolved in 20 ml. of distilled water,

and dialysed as usual. The resulting solution A—IV is then pre-

cipitated with 2 volumes of acetone. After centrifugation, the

precipitate is dissolved again -in distilled water, and a small

amount of insoluble material is removed by centrifugation. The

solution is called A—^V.
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By determination of the yield of t. n. it was shown, that about

25 per cent of the thrombin was destroyed by the precipitation.

This is contrary to the precipitation of the thrombin B, where
similar experiments showed, that the precipitation as such gave
a quantitative yield, and that difficulties were met only in the

drying of the precipitated product. In several experiments the

conditions for the precipitation were varied, but the loss still

was 20—30 per cent. Difficulties in isolating thrombin in dry
substance thus increase considerably with the purity of the

product.

To follow the purification of the dissolved substance, nitrogen

determinations were performed on the solutions by the micro-

Kjeldahl method according to Parnas and Wagner. From
determination of the potency and the nitrogen content, the

activity was found as the amount of t. u. per mg. N.

The Ea extract of the crude thrombin contains 0.41 mg. N
per ml. and has 30 t. u. per ml. which gives the activity 73 t. u.

per mg. N.

The ammonium sulfate precipitated albumin fraction A—^IV

contains 0.24 mg. N per ml. and has 20 t. u. per ml. which gives

83 t. u. per mg. N.

The A—

Y

solution of the acetone-precipitated albumin fraction

contains 1.24 mg. N per ml. and 105 t. u. per ml. which gives

85 t. u. per mg. N.

It is obvious that only a small part of the impurities in the ori-

ginal Ea extract is removed, which is due to the small amount

of globulin in Ea. It will be possible therefore to perform the am-

monium sulfate precipitation directly on this extract.

5. Experiments witli the Crude Thrombin Extract (Ea).

The curve for the precipitation with ammonium sulfate of an

extract of 2 g. thrombin A with 25 ml. 0.9 per cent NaCl is de-

termined as usual, and it deviates but very little from a curve

for the Eb extract of thrombin B. Such a solution is then pre-

cipitated with ammonium sulfate.

2 g. of thrombin A are extracted with 40 ml. of 0.9 per cent

NaCl and 1 drop of octyl alcohol for 24 hours. After centrifuga-

tion, the precipitate is extracted again with 15 ml. of salt solution

and the two extracts are united (Ea). Volume 50 ml.. To 40 ml.

are added, slowly and during stirring, 40 ml. saturated ammonium
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sulfate solution. After standing for 1 hour it is centrifuged and
the globulin dissolved in 10 ml, of distilled water and dialysed

(G—^I). The albumin fraction is also dialysed (A—I).

The potency of the crude Ea extract is 36 t. u. per ml. with
a volume of 40 ml. Total 1,440 t. u. The potency of A— is 7.2

t. u. per ml. and volume 150 ml. Total 1,080 t. u. The potency
of G— is 25 t. u. per ml., volume 12.5 ml. Total 310 t. u. Of the

original 1,440 t. u. 1,390 t. u. was found, i. e. 97 per cent. A—

I

and G— are precipitated again by 0.5 saturation. In A—I only

a small precipitate was found, which after centrifugation was
dissolved in water and dialysed (G—II), The centrifugate was
filtered as usual after saturation with ammonium sulfate, the

substance was dissolved in water and dialysed (A—II).

In the same manner G—I was fractioned in a globulin solution

G—^III and an albumin solution A—III. The results of these

experiments are seen from Table II.

Table H.

Solution. T. u. per ml. mg. N per ml. T. u. per mg. N'

Ea 36 0.680 63

A-I 7.2 0.090 80

A-n 30 0.360 83

A-m 2.0 O.063 47

G-I 25 0.560 45

G-I[ 0 — 0

G-in 10 0.490 20

Erom Table II it is seen, that fractionating the crude Ea extract

gives just as active solutions as fractionating the Eb extract of

the purified thrombin. Here the active substance follows the

albumin fraction too, which gives an ammonium precipitation

curve similar to the one already mentioned, showing only traces

of globulins.

6. Precipitation of the Albumin Fraction.

The albumin fraction served as starting material for further

purification of the thrombin, and was best prepared as follows:

40 g, of thrombin A is extracted as described in part 3. To the
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resulting solution Ea is added one volume (about 1,100 ml.) of

saturated ammonium sulfate solution in a tbin jet under vigorous

stirring. The mixture is filtered on a fluted filter by simultaneous

stirring, and jdelds the globulin fraction G—I and the albumin
fraction A—^I.

G— is dissolved in 15 ml. of distilled water. 1 volume of satur-

ated ammonium sulfate is added, and the resulting globulin

fraction G— is isolated. The filtrate (A—^II) is united with

A— and saturated with solid ammonium sulfate. After standing

to the next day at 0°, it is filtered and the albumin fraction

A—^III dissolved in a little water (about 50 ml.). The solution

is dialysed as usual, and then against distilled water. The resul-

ting fraction has an activity about 100 t. u. per mg N. The yield

of active substance isolated as a dialysed albumin fraction

A— is 60—70 per cent. If the first precipitation is carried

out with solid ammonium sulfate instead of a saturated solution,

the yield is only about 30 per cent. The potency of the globulin

fraction is increased and the total yield is about the same, giving

a total yield of about 70 per cent. Thus about 30 per cent is lost

during the operations; experiments have shown, that this loss

is due to the protracted dialysis of the large lots of fluids, as

the thrombin is slowly passing through the cellophane membrane.

This partially dialysability of the thrombin is in accordance

with the experience of other authors. A part of the loss may also

be due to a partial inactivation of the thrombin. The dialysing

process must therefore be of as short duration as possible.

7. Purification of tlie Albumin Fraction A—III.

Preliminary investigation of the albumin A—^III showed, that

an addition of acetate buffer with pH 4.4 gives a precipitate,

which after solution in distilled water and neutralization with

NaOH contains about 70 per cent of the amount of thrombin,

whereas the rest of it remains in the mother liquor. In order to

give a good yield of active precipitate, the solution must be almost

free from salts and other electrolytes.

Systematic investigation further showed, that too large amounts

of buffer solutions decrease the yield of active substance. It was

found best to use a concentration of 0.02 — 0.04-m.

To 5 ml. of a dialysed albumin fraction A—^III, containing a

total of 350 t. u., is added 0.20 ml. of 1-m acetate buffer. After



32 TAGE ASTEUP AND SVEN DARLING.

standing for 1 hour the mixtures are centrifuged and the preci-

pitate of each is then dissolved in distilled water under neutrahza-
tion with 0.05-n ISlaOH and made up to 5 ml. The potency and
activity of the resulting dilutions are determined as usual. The
results are shown in Table III.

Table IH.

1

pH Precipitate

t. u.

Sapematant
t. n.

Total yield

t. n.

Activity of
precipitate

t.u. per mg. N

Activity of

1 supernatant

t.u. per mg. N

5.0

1

0 350 350 0 79

4.4 250 101 351 301 21

4.1 188 97 285 172 25

3.8 147 96 213 110 25

3.5 83 60
;

143 63 16

At pH 5.0, no precipitate is found. At pH 4.4, 72 per cent of the

active substance is precipitated, and both the activity and the

total yield are best here. In the more acid solutions an inacti-

vation of the thrombin takes place.

According to this method larger lots of buffer-precipitated

thrombin was prepared. The activity of the fractions obtained

varied from 300—315 t. u. per mg. N. These fractions thus are

3—8 times as potent as the albumin fractions.

8. Investigations of the Buffer-Precipitated Thrombin (C).

Of the buffer precipitated thrombin C prepared as described

ammonium precipitation curves are made as usual. From 40 g.

of thrombin A a dialysed fraction A—^III is made, precipitated

with buffer and dissolved in water to a volume of 5.0 ml. The

solution contains 750 t. u. per mi. and 0.920 mg. N per ml. The

acitivity is thus 815 t. u. per mg. N. For obtaining the curves

0.20 ml. solution to every 10 ml. ammonium sulfate solution is

used. The curve is shown in Fig. 2 as Curve 1; it deviates a little

from the curve for the fraction A—^III. The maximum of precipi-

tation is reached allready at 65 per cent saturation, and the curve

starts to rise at a rather low saturation. The substance seems

not to be pure, and further fractionation by salt precipitation

seems not promising.
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A curve for the fraction, in the mother liquor from the buffer

precipitation is also obtained. This fraction contains 56 t. u. per

ml. and 1.80 mg. N per ml, giving the activity 31 t. u. per mg.

N, The curve is shown in Fig. 2 as Curve 2. The curve is similar

to the curve for the albumin fraction A—^III. The greater part

of this albumin fraction therefore consists of impurities of albumin

character.

On a solution of thrombin C (purified by buffer precipitation)

an orientating investigation in the electrophoresis apparatus of

Tiselius (1937) was carried out.

To 8 ml. of a thrombin solution 15 ml. of a 0.02-m phosphate

3

—

iJl475. Acta phi/s. Scandinav. Vol.II.
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buffer pH 7.2 was added, and the mixture was dialysed against
the buffer. The electrophoresis was carried out with a field of
6,55 volt per cm. Two components were found, a fast-moving
with a mobility of 12.7-10-=' cm^ sec.-\ and a more slowly
wandering component with a mobility of 7.0 - lO'^' cm^ V“’ sec.-h
The rapid component contained the active substance.

The original solution contained 366 t. u. per ml. and 0.590 mg.
H per ml. giving the activity 603 t. u. per mg. N, The rapid
component from the electrophoresis was isolated and showed
a content of 129 t. u. per ml. and 0.097 mg. N per ml,, giving the
activity 1,330 t, u. per mg. N.

9. Inrestigatioii of the Impurities.

Both the precipitation curve for the thrombin C and the ex-

periments with electrophoresis show that this fraction is impure.

It is possible that a part of these impurities comes from the

kinase used in the activation of prothrombin to thrombin, and

this possibility was therefore investigated.

To 1.0 1. of kinase, prepared as described above, 1.0 1. of ace-

tone is added. This amount of kinase corresponds to 40 g. of

thrombin A, which is the amount used in the further purification.

After centrifugating the precipitate is treated in the same manner

as in preparation of thrombin A. The yield of dry substance was

20.5 g. This shows that about half of the substance isolated as

thrombin A is impurities from the kinase.

15. g. of the dry substance are extracted with 200 ml. of 0.9

per cent NaCl. After standing to the next day at 0° it is centri-

fuged. 100 ml. of the fluid are precipitated with 100 ml. of satur-

ated ammonium sulfate. The globuh’n fraction is isolated and the

filtrate is saturated with solid ammonium sulfate. After filtration

the albumin fraction is dissolved in .a little water and dialysed

as usual. The solution is precipitated with acetate buffer pH 4.4

as in the precipitation of thrombin C. A precipitate of the same

appearance as thrombin C is obtained. It is dissolved in distilled

water by addition of a little 0.05-n NaOH to neutral reaction.

The solution does not clot oxalated plasma and contains therefore

no thrombin. An ammonium sulfate precipitation curve, (Fig. 3),

show's that the solution contains both globulin and albumin. Its

appearance shows similarities with a curve from thrombin C,

(Fig. 2, Curve 1).
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Thus it is shown that constituents of the Idnase used for ac-

tivation are contained in the buffer precipitated thrombin C.

Fig. 3. Precipitation 'witli ammoninm snlfate. Components from

the thrombokinase.

10. The Phosphorus Content of the Thrombin.

The P content of the thrombin is of considerable interest, as

several authors are of the opinion, that thrombin is a combination

between prothrombin and a clotting active, phosphorus-containing,

lipoid. But, some of the authors, working with the more potent

thrombin preparations, did not find phosphorus.

The different thrombin preparations were therefore analysed

for phosphorus according to Fiske and Subbarow (1925). The

measurements were carried out with a Pulfrich photometer

(Zeiss) according to Tforell (1931).

By our P analysis we often obtained a green color of the solutions

instead of a pure blue. The cause of this complication was found
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to lie in the ashing operations. As soon as the nitric acid used
for the ashing -vvas replaced by potassium sulfate and hydrogen
peroxide (Perhydrol, Merck) this complication did not occur.

The method is therefore carried out as follows: The substance is

placed in a 30 ml. destruction flask, and 0.70 ml. of H0SO4 and
a little potassium sulfate (0.1—0.15 g.) is added. As soon as the

water is evaporated, one drop of Perhydrol is added 3 times at

intervals of 5 minutes, and the mixture is boiled for 30 minutes.

The content is poured into a 50 ml. volumetric flask. Water and
reagents (molybdate sol. Ill) are added. As comparison standard

5 ml. of a solution containing 0.08 mg. of P in 5-n HoSO* prepared

according to Fiske and Subbarow is used.

For analyses of dry substances, 50 mg. is dissolved in 7.0 ml.

H2SO4 by careful heating. After cooling, water is added to 10 ml.

Of this solution an amount of 1 ml. is used for both N and P
analyses. For N analysis, further 0.8 ml. of H2SO4 is added.

The results are as follows: In a Ea extract of the crude thrombin

A containing 22 t. u. per ml, a total P of 0.075 mg. P per ml, is

found. Inorganic P is found to be 0.075 mg. P per ml.

For a dialysed albumin fraction A—^III containing about 200

t. u. per ml. a total of 0.003 mg. P per ml. is found after dialysing

for 24 hours. The same amount was found for inorganic P.

After dialysing for 3 days the P content (total and inorganic)

amounted to 0.001 mg. P per ml.

In a buffer precipitated fraction C containing 750 t. u. per ml.

and having the activity 815 t. u. per mg. N a P content of 0.000

mg. P per ml. is found.

Thus it is found, that the most active thrombin preparations

do not contain phosphorus.

11. Heat Inactivation of Thrombin.

The stability of thrombin against heating is investigated . Several

tubes containing a thrombin solution are heated to different

temperatures and after varying periods of time the samples are

cooled in ice and the potency is determined. The potency is

expressed in per cent of the potency of the original solution.

The experiments give the curves shown in Fig. 4. According to

the experiments, thrombin shows great lability towards heating.

Already after 5 minutes'’ heating to 56°, practically all the

thrombin is inactivated. The two different curves at 37° represent
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experiments which were obtained several times. It was not pos-

sible to show, w'hy some of the experiments gave a small inacti-

vation, -while others were not doing so. It is possible that the
inactivation is due to an absorbtion to denaturating proteins

followed by a partial resolution of the thrombin. The thrombin
solutions heated to 56° showed a rather great opalescence.

12. Di.sciission of the Results.

A thorough discussion of the results obtained is not to be under-

taken, as it will be sufficient to refer to the experimental results.

As mentioned before (Astrup and Darling (1940)), the throm-

bin seeems to be connected with proteins of the albumin types.

This is interesting, as the precursor of the thrombin, prothrombin,

is stated to be found in the globulin fraction, Cekada (1926) and

Schmitz (1933 b). The buffer precipitated albumin fraction has

been shown not to be the pure thrombin, and it is therefore not

yet possible to establish all the properties of the pure thrombin.

It is also interesting that the albumin fraction can be further
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fractionated by precipitation witli acid, wbicli shows properties

similar to denaturated albumin.

The most active thrombin fractions were found to be free

from phosphorus. In a solution containing 750 t. u. per ml. and
0.920 mg. N per ml. it was not found possible to show the presence

of 0.001 mg. P per ml. The phosphorus content was thus smaller

than 0.1 per cent of the nitrogen content, and the activity of the

thrombin fraction ivas greater than 750,000 t. u. per mg. P.

These results show that phosphorus is not likely to be an ingredient

of the thrombin. Thrombin thus cannot be a compound between

a P-containing lipoid and prothrombin. Experiments have also

shown, that extraction of dry thrombin preparations with lipoid

solvents (chloroform, benzol etc.) does not decrease the activity

of the preparations. If, however, solutions of thrombin are shaken

with those solvents a decrease of the actiNuty is found, which

probably is due to denaturation of proteins.

The heat inactivation curves show that thrombin. is to a great

extent labile towards increasing temperatures. A difference be-

tween a salt containing solution and a salt free solution was not

found, which is contrary to the results of Howell (1935).

The most active thrombin fraction was isolated by electro-

phoresis and showed an activity of 1,330 1. u. per mg. H. The most

active precipitate produced in any amount, was prepared by buffer

precipitation and showed an actmty of 815 t. u. per mg. H,

which corresponds to about 120 t. u. per mg. dry substance. Eor

comparison with thrombin preparations of the above mentioned

authors, the following result may be cited: Of the preparation

by Egberts (1935) according to the method of Howell, 2 drops

of a 0.7 per cent solution clot 3 drops oxalated plasma in 30 sec.

This corresponds to 1.5 t. u. per ml. and 0.2 1. u. per mg. substance.

It is thus a very weak preparation.

0.02 ml. of the first thrombin of Mellanby (1909), clotted 1.0

ml. fibrinogen in 120 sec. which corresponds to about 12.5 t. u.

per ml. 0.01 mg. of Mellanbys most potent thrombin (1933)

clotted 1 ml. of oxalated plasma in 30 sec. corresponding to about

100 t. u. per mg. substance. These preparations then correspond

in potency to our thrombin 0.

Bleibtreu (1926) prepared a thrombin from which one part

of a 0.05 per cent solution clotted one part of oxalated plasma in

10 sec. This corresponds to 3 t. u. per ml. and 6 t. u, per mg.

substance. The substance is similar to our thrombin B.
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According to Seegers, Brinkhous, Smith and Warner (1938

a) 0.0018 mg. of their most potent thrombin will clot 1 ml. oxa-

lated plasma, in 30 sec. The substance contains then about 550

of our thrombin units per mg., which gives a potency of about

5 times our most potent thrombin C. A thrombin unit (Iowa

unit), according to the mentioned authors, is the amount of

active substance which will clot 1 ml. of a fibrinogen solution

in 15 sec. This should be equal to about two of our units. This

.seems not to be in accordance with the same authors’ statement

(1939), that 100 of their units will clot only 50 ml. of blood in

16 sec. The proportion betAveen the Iowa unit and our unit has

therefore not yet been definitely settled.

Further investigations are in progress. Two papers on thrombin

appeared too late to receive attention in this work, viz. Hudemann
(1940) and Seegers (1940).

Summary.

1. A modified lirEDLANBY—^Blbibtreu method for preparing

large quantities of a potent thrombin has been described.

2. The thrombin has been purified by fractionation with

ammonium sulfate, and precipitation at pH 4.4 in salt-free solu-

tion.

3. A thrombin unit (t. u.) is defined, and the measurement

described.

4. The most potent fraction obtained by precipitation contained

815 t. u. per rag. N. This could be increased by electrophoresis to

1,330 t. u. per .mg. N.

5. The most potent thrombin preparations do not contain

phosphorus.

6. The heat inactivation of thrombin has been studied.

Thanks are due to Lovens keraiske Fabrik, Copenhagen, for

grants during this work.
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Aus der cheraischea Abteilung des Karolinischen Instituts,

Stockholm, Schweden.

Emiilsin, Darstelluiig und EeinigungA

Von

PEHR EDMAN und ERIK JORPES.

(Hit 1 Figur im Texte.)

Wertvolle Beitrage zur Brage nach der Wirkungsgruppe der als

Enzyme und Hormone aktiven Eiweissstoffe sind in der letzen

Zeit erhalten worden. In einigen Oxydationsenzymen hat sich

ein Alloxazin als der eigentliche Wasserstoffiibertrager erwiesen,

Andererseits hat man bei einer ganzen Reihe von krystallinischen

Enzymen wie bei der Urease, dem Pepsin und den Enzymen der

Trypsingruppe "svie auch bei den Hormonen Insulin und Sekretin

keine von der gewohnlichen Eiweissstruktur abweichende Sonder-

heit entdecken kdnnen.

Beziiglich der kohlehydratspaltenden Enzyme vermutete man,

sowohl was die Saccharase der Hefe als auch was die /3-Glukosidase

des Emulsins betrifft, eine prostetische Gruppe von Kohlehydrat-

natur. Die Wirkung der Saccharase wird, wie Myrback im Jahre

1926 nachgewiesen hat, durch verschiedene Amine gehemmt.

Dies konnte durch eine Reaktion analog der Bildung Schiffscher

Basen von Aldehyden und aromatischen Aminen erklart werden,

vorausgesetzt dass die aktive Gruppe von Aldehydnatur ist. Die

Resistenz dieser Gruppe gegen HCN schliesst jedoch diese Mog-

lichkeit aus. Lettre hat im Jahre 1937 der Vermutung Aus-

druck gegeben, dass sterisch isomere Kohlehydrate Trager der

sterisch spezifischen a- und ^-Glukosidasewirkung waren. Er

spricht sogar von freien Aldehydgruppen als Wirkungstrager, eine

Auffassung der sich weder Myrback noch Helferich angeschlos-

sen haben.

^ Eingegangen am 16. Januar 1941.
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Helperich und seine Mitarbeiter baben sich mit dieser Frage
eingebend bescbaftigt (Helperich, Richter und Gunther 1937
Helperich und Mittag 1938). Sie baben darauf Nacbdruck ge-
legt, dass die reinsten Emulsinpraparaten etwa 10 Prozent Zucker
entbalten. In einer spateren Arbeit von Helperich und Pigman
(1939) wird jedocb konstatiert, dass der Koblebydratgehalt bei

der Reinigung nicbt erbobt sondern, im Gegenteil, erniedrigt wird.

Obgleicb der /?-Glukosidase-Wert des Siissmandel-Emulsins von
1.1 bis auf 14 (15.6) erbobt wurdc, bielt sicb der Zuckergebalt auf
3—5 Prozent. In einem Praparate mit dem /?-GIukosidase-Wert

14 ^vaT der kolorimetriscb bestimmte Zuckerbalt nur 3.7 Prozent.

Die Verfasser sagen dass ))die Hypotbese, dass Zucker einen we-

sentlichen Bestandteil des Fermentes ausraacbt, kann weiter als

Grundlage fiir kiinftige Diskussionen dienen«.

Der Koblebydratgehalt des Emulsins ist aucb fur die Beurteilung

der Frage, ob es iiberbaupt Proteine giebt, die eine Zuckerkompo-

nente entbalten, von Interesse. Eine ganze Reibe von Proteinen

bat man durcb Krystallisation zuckerfrei erhalten. Nur das Oval-

bumin mit 1.8 Prozent Zucker trotz wiederholter Umkrystallisa-

tion macbt biervon eine Ausnabme (Neuberger). Die ^-Gluko-

sidase entbalt wie die meisten amorpben Proteine 3—5 Prozent

Zucker. Die Ergebnisse der letzten Zeit baben wohl gezeigt, dass

es pbysiologiscb boebaktive Stoffe gibt, die einen sebr boben

Gebalt an Zucker baben, wie die Enterokinase (Kunitz 1939)

mit 20 Prozent Zucker und die gonadotrope Substanz des Hams
mit 18 Prozent Koblehydrat (Wilson, Bachmann und Gurin

1940). Es ist jedocb sebr fraglicb ob der Zuckergebalt der Emulsin-

praparate etAVas mit der Wirkung zu tun bat. Weil dieses Enzym

der klassiscbe Representant dieser Gruppe ist, der sebon von Liebig

und AVohlbr im Jabre 1837 besebrieben wurde und es iiberdies

verbaltnismassig leiebt zugiinglicb ist, baben wir uns der Frage

liber die Darstellung und Reinigung des Emulsins gewidmet und

dazu einige Eigensebaften des Enzyms untersuebt.

Die Darstelluugsniethode.

Die Extraktion.

Als Ausgangsmaterial 'Avurden entAVeder Sussmandel oder Pla-

centa amygdalae amarae verAvendet. Die Siissmandeln Avurden

gemablen, gepresst, nocbmals gemablen und mit Benzin (1 1.
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pro kg) extrakiert. Aus 20 kg Sussmandeln erkielt man 10 kg
Txockenpulver.

2 kg feingemaklenes Placenta amygdalae amaxae odex Txocken-
pulver dex entfetteten Sussmandeln wexden wakrend einer Stunde
kei Zimmextemperatur in dex Sckuttelmasckine in einex 10 1.

Plascke mit 5 1. 0. 1 N Ammoniak (40 ml konz. Ammoniak in 5 1.)

extxakiext. Dex Eiickstand wird dann in einer grossen Zentrifuge

sepaxiext und nockmals wakrend einer Stunde mit 2 1. 0.01 N
Ammoniak extrakiert. Zu den vereinigten Extrakten setzt man
1.1 1. 0.5 N Essigsauxe (Vexdiinnung des Eisessigs 1 : 32). Nack
Aufbewakrung wakxend 24 Stunden kei+ 3°, wobei sick eine dicke

Masse absetzt, Avixd dekantiext oder centrifugiert. Zu der essig-

sauxen Losung werden pro Liter 330 g Ammoniumsulfat gesetzt.

Dex Niederscklag wird sepaxiext und in dex kleinstmogkcken

Menge, et-wa 600 ml Wassex gelost. Diese Losung wird in Gegen-

waxt von Toluol wakrend 24 Stunden im Ceilopkanscklauck gegen

Leitungswassex dialysiert und danack mittels Destination auf

300 ml eingedampft. Nach Dialysieren gegen dest. Wassex wird

die Losung in der Kalte aufbewakxt. Dex entstandene Nieder-

scklag wird entfernt und die Mutterlauge nockmals eingedampft,

dialysiert und gekiiklt. Zuletzt bekommt man 100—150 ml einer

etw'a 10 pxozentiger Losung, aus weickex duxck Konzentrieren tmd

Kiiklen kein weiterex Niederscklag zu exkalten ist.

Bei diesem Verfakxen gekt sekr wenig von der ^-Glukosidase-

Wixkung verloxen. In einex grosseren Pxaparation von 8 kg Pla-

centa ausgekend, betrug der Vexlust nur 10 Prozent. Diese kon-

zentrierten Eokextxakte enthielten pro kg Txockenpulver dex

Sussmandeln etwa 80,000 Einkeiten nack der im Folgenden ver-

wendeten Bezeicknung. 1 mg entkielt etwa 10 Einkeiten. Zwei

genau kontrollierte Prapaxationen ergaben dasselbe Eesultat.

Fraktionieren mit Aceton.

Das Exaktioniexen mit Neutralsalzen gab in dex oben besckrie-

benen Losung kein befriedigendes Eesultat. Es konnte zuerst

nach Exaktioniexen mit Aceton voxgenommen werden.

Die Eeaktion dex Losung wuxde auf pH 4.6—5.0 eingestellt rmd

Aceton zugesetzt zu 25, 37, 44, 48 und 52 Vol. Pxoz. odex 25 ml

Aceton zu 75 ml Losung u. s. w. Dex Niederscklag wuxde nack

Aufbewakren bei Zimmextemperatur wakrend einer Stunde duxck

Zentxifugiexen entfernt.
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Die Verteilung der Aktivitiifc war in den verschiedenen Prapara-
tionen keine einheitliche. Nur die bei 25 und 52 Vol.-Proz.-igen

Aceton erhaltenen Niederscblage waren inaktiv. In den meisten
Praparationen war der bei 48 Vol.-Proz. erhaltene NiederscMag
quaHtativ und quantitativ besser als die anderen. In einigen Pra-
parationen dagegen wurden bis zu 50 Proz, der Aktivitat in der
37 Vol.-Proz.-igen Fraktion gefunden. Die bei 37, 44 und 48 Vol.-

Proz. Aceton erhaltenen Niederschlage mussten darum jeder fiir

sich auf Trockensubstanz und Aktivitat untersucht werden.

Das Fraktionieren mit Aceton hat seine Nachteile. Ein bedeu-

tender Teil der Aktivitat geht dabei verloren, gewohnlich 30 Proc.

bisweilen sogar 50 Proz. ohne dass man die Aktivitat in der Mut-
terlauge wiederfinden kann. Durch Aceton wurde die Aktivitat

der Praparate bis zu 15—15 Einheiten pro mg erhoht je nach der

Verteilung in den verschiedenen Fraktionen.

Fraktionieren. mit Ammoniumsulfat.

Die mit Aceton erhaltenen Niederschlage wurden noch feucht

in Wasser gelost und die Losung einige Stunden in der Kalte in

Cellophanschlauchen gegen dest. Wasser dialysiert. Sie wurden

auf eine Konzentration von 1 Proz. verdiinnt und auf pH 5 ein-

gestellt. Danach wurde mit Ammoniumsulfat fraktioniert. Nie-

derschlage wurden bei 50 prozentiger Sattigung, (1 Vol. gesatt.

Ammoniumsulfatlosung) bei 55 Proz. (1.2 Vol. ges. Losung) und

bei 61 Proz. (1.6 Vol. ges. Losung) erhalten. Die bei 55 und 61

prozentiger Sattigung erhaltenen, vereinigten Niederschlage ent-

hielten in zwei kleineren Praparationen 90 Proz. der /?-Glukosidase-

Aktivitat und in einer grosseren Praparation 75 Proz. Die bei 61

prozentiger Sattigung erhaltene Fraktion enthielt gewohnlich die

grosste .^tivitat xmd war bisweilen sogar doppelt so stark wie die

unmittelbar vorhergehende. Reinheit der besten Fraktionen 120

—150 (200) Einheiten pro mg.

Bisweilen wird eine bedeutende Menge der Aktivitat schon bei

50 prozentiger Sattigung ausgefallt.

Weitere Eeinigung mit Alkokol.

Die mit Ammoniumsulfat erhaltenen Niederschlage Hessen sich

nach Dialyse gegen dest. Wasser mit Ethylalkohol gut reinigen,

was durch folgendes Beispiel demonstriert wird.
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20 ml. Losung mit 5.2 mg. Trockensubstanz pro ml und 132

Einheiten pro mg. (Im Ganzen 20 X 5.2 X 132 Einh. = 13,700

Einb.) pH 7.2 Zimmertemperatur.

Tabolle.

Fraktion

Vol.-Proz.

95 Proz.

Alkohol

Trocken-
aubstauz

Emulsiu-
Einheitea

Aktivitiit

Einh. pro
mg

Kohlehydrat-
gehalt Proz.

(Dische)

I 27 14.1 2,200 156 3.9

II .... 33 10.9 2,500 230 6.2

Ill ... . 43 13.4 3,300 247 5.3

IV ... . 50 6.3 1,100 175 4.8

V . . . . 60 6.7 0

llntterlange 37.3 — _
9,100

Kataphoreseversuche.

Es ware zu erWarteu, dass Kataphoreseversucbe mit den ge-

reinigten Praparaten zur Klarung verschiedener Eragen beitragen

sollten. Zuerst wurde der isoelektrische Punkt bestimmt. Weiters

konnte man erwarten, eine weitere Reinigung der Priiparate oder

eine Separierung der Zuckerkomponente von dem Eiweiss zu er-

reichen. Diese zwei letzteren Ziele wurden leider nicbt erreicht.

Die Versuche wurden mit Praparaten ausgefiihrt, von denen 1 mg
in 15 Minuten 150 mg. Glukose aus Sabcin abspalteten. In dem
untersuchten pH-Gebiete, 3.78—8.72, schied sich jedesmal eine

gelbgefarbte, anodische wandernde Komponente aus, wonach die

nunmehr farblose Losung jedoch noch immer die voile j?-GlulvOsi-

dasewirkung hatte.

Die katapboretisch. bestimmte isoelektrische Punkt liegt wie

aus der Eig. 1 bervorgebt bei pH 5.7—5.8.

Die Hauptmenge der Substanz gab ein deutbch wabrnebmbares
Band, wozu regelmassig nocb zwei scbwachere Bander auftraten.

Die Praparate zeigten sicb, wie zu erwarten war, nicbt bomogen.
Der Koblebydratgebalt wurde nacb Tillmans—Philippi mit

Orcin-Scbwefelsaure bestimmt und die Earbenintensitat mit der-

selben einer Mischung von zwei Teilen Mannose und einem Teile

Galaktose verglicben.
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Eataphoreseversuch bei pH 3-73.

Spezif. Leitfahigkeit = 1.93 X 10~3

lonenstarke = O.l

Stromstarke = 20 Milliamp.

Zeit = 2 Stnnden = 7,200 Sek.

Konzentration der Emulsinlosung etwa 1.6 Prozent

Temperatnr = 0’ C.

Kohlehydrat
rag/ml als 2 TT-ni,]-.

/J-Glnkosi-

Stickatoif Stickstoff Mannose: 1 Ga- dasewir- Aktivitat

mg/ml Prozent laktose berech- knng Ein- Prozent

net (Orcin- heiten/ml

Schwefelsanre)

i . .

66

29

60

28

55

31
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Kataphoreseversuch bei pH 8.72.

Spezif. Leitfahigkeit = 3.25 x 10-3

lonenstarke = 0.1

Stormstarke = 20 llilliamp.

Zeit = 3 Stunden = 7,200 Sek.

Konzentration der Emulsinlosang etwa 1.5 Prozent

Temperatar = 0" C.

Stickstoff

mg/ml
Stickstoff

Procent

Kohlebydrat
nig/ml (Orcitt-

Scliwefelsaure)

Kohle-
hydrat
Prozent

j5-glakosi-

dasewir-

kung Ein-

heiten/ml

Aktivital
Prozent

u . . 2.1 3,240

I . . . 1.27 61 0 85 70 1,380 63

It . . 2.32 1.22 3,320

m . . 0.80 38 0.32 •26 728 33.5

14’'
. . 0 0 0

In diesen beiden Katapliorese-Versuchen ist bei einer so weit

verscbiedenen Aziditat wie pH 3.78 und 8.72 sowohl die /S-61uko-

sidasewirkung wie auch die Kohlehydratkomponente mit dem

Protein gegangen. Die Werte stimmen so genau iiberein wie man

es uberhaupt bei Verwenduug dieser Bestimmungsmetboden er-

warten kann. Eine Reiuigung der Praparate wurde durcb die

Katapboreseversuche nicbt erreicbt.

Bestimmung der /?-d-Glukosidasewirkung.

Die /3-d-Glnkosidasewirkung der Salicinspaltung wurde reduk-

tometrisch gemessen. Die Aktivitat wurde aus verscbiedenen

Griinden weder in der ublicben Sal. f. von v. Euler nocb in dem

/S-Glukosidase-Wert von Willstattbr und Helferich ausge-

driickt, sondern in mg Glukose, die unter bestimmten Bedingungen

bei 30° C in 15 Minuten von 1 mg Emulsinpraparat aus einem

tiberscbuss von Salicin freigemacbt werden. Der Reduktions-

wert wurde nacb Shafeer-Somogyi (1933) bestimmt. Es wurde

eine vollkommene Proportionalitat mit der verwendeten Emulsin-

menge erbalten.

TecJinik: Ein Reagenzgias, 2 X 20 ml mit 9.5 ml 3 prozentiger

Salicinlosung (30 g SaUcin + 6.8 g KH2PO4 in 1 1., pH auf 4.4

eingesteUt) wird in ein Wasserbad von 30° C gestellt. Nacb 10
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Min. wild mit einer Vollpipette 0.5 ml der Emulsinlosung emge-
blasen. Jlit derselben Pipebte werden unmittelbar nach.Miscbung
0.5 ml entnommen (die Kontrolle) und nacb genau 15 Minuten
vveitere 0.5 ml. Die Proben werden in 5 ml Shaffer-Somogyi
Reagenz eingeblasen, wobei die Spaltung aufhort. Zur Reduktion
wurde wahrend 20 Minuten gekocht. Titration mit 0.01 N Thio-
sulfatlosung.

Der Enzymlosung wurden jedesmal drei Koncentrationen in den
Proportionen 1:2:4 entnommen. Es wird gute Proportionalitat

zwischen Enzymmenge und Reduktionswert erhalten vorausge-

setzt, dass die Zuckermenge in 0.5 ml der Salicinlosung nack 15

ilinuten von 0.2 aufwarts bis zu 0.8 mg Glukose betragt. Der ge-

fundene Glukosewert wird mit 20 multipliziert. Bei der Bereck-

nung-ist zu beackten, dass nur 0.5 ml der Enzymlosung der Salicin-

losung (9.5 ml) zugesetzt wurde.

Wir kaben diese Methode sehr vorteilhaft gefunden. Mit dieser

kann die Aktivitat von mekreren Praparaten scknell bestimmt

werden, okne dass man mekrstundige Ablesungen abwarten muss,

wie dies bei der polarimetrischen Methode erforderlick ist.

Die nack 5 bzw. 10 Minuten erhaltenen Reduktionswerte Hessen

sick nickt so gut verwenden wie die nack 15 Minuten erhaltenen

Werte.

Der Kohlehydratkomponent.

In den Katapkoreseversuchen, wo nur relative Werte gewiinsckt

sind, wurde die Orcin-Schwefelsaure-Methode nack Tillmans-

Philippi verwendet. Zur Sckatzung der quaUtativen Natur und

der Menge des Zuckers wurde die Carbazolreaktion von Dische

nack Gurin und Hood (1939) benutzt. Es zeigte sick, dass Glukose

E 530
mit dem Hoken Quotienten von 4.4 nickt inErage kommen

E 430

kann. Der in den gereinigten Emulsinpraparaten gefundene

Quotient, etwa 1.10—1.20, entsprach demjenigen einer ilisckung

von Mannose-Galaktose in den Gewicktsmengen 2 : 1 oder mog-

Hckerweise 3:1. In einem Praparate mit 193 Einkeiten pro mg.

wurden mit dieser Methode 4. 8 Prozent Koklekydrat gefimden und

in zwei anderen Praparaten (Tabelle 2) mit 230 bzw. 247 Einkeiten

pro mg. 6,2 bzw. 5.3 Prozent Zucker.
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Zosammenfassung:.

Hochgereinigte Emulsinpraparate wiiiden aus Mandeln lierge-

stellt. Nach Extraktion des entfetteten Materials mit 0.1 N
Ammoniaklosning wurden Verunreinigungen durcli Aufbewakren

in der Kalte von der angesiiuerten Losung entfernt. Nach Aus-

salzen mit Ammoniumsulfat und Entfernen des Salzes durch

Dialyse wurde die Losung wdederholt konzentriert, dialysiert und

gekiihlt, bis kein Niederscblag mehr erhalten wurde. Die weitere

Beinigung gescbah durch. Eraktionieren mit Aceton, Ammonium-

sulfat und Ethylalkohol, Metallsalze und Adsorptionsreagenzien

wurden vermieden.

Die reinsten Praparate batten einen ^-Glukosidase-Wert

von etwa 18—20.^ Ein mg spaltete in Gegenwart von einem tJber-

schuss von Salicin. bei 30° C in 15 Minuten etwa 250 mg Glukose ab.

Die Praparate waren noch nicht rein. Sie zeigten auch eine sehr

Starke Phosphatasewirkung.

Der kataphoretisch bestimmte isoelektrische Punkt der /3-

Glukosidase liegt bei pH 5.7—5.8.

Im Kataphorese-Versuche wanderte die Aktivitat in dem pH-
Gebiete 3.78—8.72 mit dem Eiweiss. Dasselbe war der Eall mit

der Kohlehydratkomponente, die etwa 5—6 Prozent der Trocken-

substanz ausmacht und wahrscheinlich aus Mannose und Ga-

laktose (2 ; 1 (?)) besteht. Der Koblehydratgehalt wird bei der

Beinigung stets erniedrigt.

Herrn Gand. med. K. A. J. Wretlind danken wir fiir Mit-

wirkung bei der Analyse.

Diese XJntersuchung wurde durch Mittel aus der Stiftung »The-
rese och Johan Anderssons Minne« ausgefuhrt.
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From the Institute of Theoretical Physics, University of Copenhagen.

Potassium Exchange in the Stimulated Muscle.^

By

L. HAHN and G. HEVESY.

In. a previous paper (Hevesy and Hahn, 1941) the problem

of the exchangeability of the potassium in the resting muscle

was discussed. We saw that a very rapid replacement of a minor

part of the cellular potassium by plasma (extracellular) potassium

takes place, followed by a fairly rapid exchange of an appreciable

part of the potassium present. This process takes about a day and

is followed by a very slow further exchange, only. The larger part

of the cellular potassium was found not to have participated in

the exchange process and we had to conclude that this part does

not interchange or interchange only at a very slow rate with the

plasma potassium. The exchangeability of a part of the potassium

of the resting muscle can only be ascertained by using an isotopic

indicator, not so the loss of potassium by the stimulated muscle.

As found by numerous experimenters, the muscle loses potassium

when stimulated and recovers more or less its initial potassium

content under rest. The loss of potassium by the muscle in these

experiments makes up only a fraction of the potassium present

in the muscle and the problem is raised whether ultimately all

the muscle potassium exchanges with plasma potassium under
muscular work or whether only a certain fraction of the potassium
present in the muscle which is playing the game. Before describing

the experiments carried out with labelled potassium in order to

answer this question we wish to give a short survey of the work
previously done on the loss of potassium by the stimulated
muscle.

^ Received 20 January, 1941.
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Former TTork on Potassium Change in Muscle durin^
ActiTity.

Perfused frog muscles were first investigated. No loss of potas-
sium was found except in the case of stimulation to exhaustion
(Mitchell and Wilson, 1927). Other experimenters (Ernst
and Co-workers, 1928, 1929, 1934) found a loss of potassium by
direct stimulation, but not by indirect stimulation; however,
when the permeability was increased by high potassium content
of the perfusate, there was a loss of potassium even with indirect

stimulation. An increased potassium content was found in human
blood (Ewic and Wiener, 1928) after exercise and in cats blood

(Baetjer, 1935) after exhausting stimulation. The heart muscle
loses potassium during ventricular fibrillation (Kehab and Hoo-
ker, 1935).

An extended study of the loss of potassium by the stimulated

muscle was carried out by Fenn and his collaborators. They
analyzed muscle and blood and could, thus, state quantitative

figures for the loss of potassium by the stimulated muscle. In-

direct stimulation for 30 minutes led to a decrease amounting to

0.6 per cent of the potassium content of the frog muscle, direct

stimulation to a loss of 6 per cent. In rat muscles prolonged sti-

mulation through the nerve caused a loss of about 14 per cent of

the potassium of the muscle, a loss which was compensated by a

nearly corresponding influx of sodium. These changes were fmmd

to be reversible during 1 to 3 hours of recovery. (Fenn and Cobb,

1934, 1935, 1936, and Thaler, 1936). Stimulated cat muscles

were found to lose somewhat less potassium than rat muscles;

also in these experiments the loss of potassium was balanced by a

gain of sodium by the muscles (Fenn, Cobb, Manery and Bloob,

1938, Malobny and Netteb 1937),

The amount of potassium liberated by the stimulated muscles

is larger than can be found in the blood; thus, during activity of

sufficient degree of severity, potassium moves from the active

muscles into some inactive parts of the body. To test the role of

the inactive muscles as a depot for potassium during exercise,

experiments were tried in which the muscles of both the hind

legs were stimulated (Fenn, 1939). The resting muscles of the fore-

legs were sampled on one side before stimulation and on the other

side after stimulation, both the sides being analyzed for potassium.

The changes in potassium content in the foreleg muscle which can
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be produced by stimulation of the hind leg muscle were found
to be insignificant. From this result follows that no significant

increase in the potassium concentration of the resting muscle
takes place when the potassium content of the plasma is increased.

When the experiment was, however, repeated on eviscerated cats,

a significant increase in the potassium content of the resting musc-
les was found. These findings suggest the interpretation that the

rate of penetration of the additional plasma potassium into the

muscle cells is much slower than into some of the organs removed
when eviscerating the cats and, therefore, as long as these organs

are present the resting muscle does not take a significant part in

the removal of the excess potassium poured by the stimulated

muscle into the circulation.

Uptake of Labelled Potassium by the Stimulated Iduscle.

As mentioned above, the cells of the stimulated muscle lose a

minor part of their potassium content. In a previous paper,

we saw that a part of the potassium present in the muscle

cells interchanges rapidly with potassium ions present in the plas-

ma resp. in the extracellular volume. The question therefore

comes up if the loss of potassium by the working muscle is to be

interpreted as due to the fact that in the working muscle, in the

time unit, the same amount of potassium moves from "^he plasma

into the cells as in the resting muscle, while, the amount moving

in opposite direction being larger in the working muscle, a net

loss of potassium by the muscle cells arises. In this case the

amoirnt of penetrating into the muscle cells should be the same

in the resting and in the stimulated muscle. An alternative possibil-

ity is that in the working muscle the cell wall gets more permeable

and, in spite of a net potassium loss by the cells, more labelled

potassium penetrates into the cells than in the case of the resting

muscle. We tested this point by administering labelled potassium

as chloride by subcutaneous injection to six rats (3.1 mgm. potass-

ium to each); three rats had to perform heavy muscular work for

30 minutes, three were kept as controls. The first mentioned rats

had to swim for 30 minutes. The swimming started 12 minutes

after the administration of Two rats were almost exhausted

by the intense swimming and by the strenuous efforts to escape

from the spacious swimming pool, the third rat (Nr. VI) had

to be assisted in the last-phase of the swimming. The rats were all
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killed almost simultaneously and tke activity of plasma and
gastrocnemius was measured. The result of the measurements is

seen in Table 1.

Table 1.

Uptake of by the gastrocnemius of resting and swimming rats.

Eat
Killed
after

Per cent of the
activity injected,

present in

Ratio of the
**K content
of 1 gm.

muscle and
1 gm. plasma

Percentage
cellular

potassium
exchange1 gm.

,
plasma

1 gm.
mnscle

Besting (I) . . 48 min. 0.080 0.102 1,27 6.7

Resting (II) . . 49 min. 0.102 0.162 1,69 7.4

Resting (III) . 51 min. 0.072 0.122 1.69 7.9

Swimming (IV) 47 min. 0.060 0.409 6.82 27.1

Swimming (V) . 48^ min. O.088 0.868 4.17 18.6

Swimming (VI) 51 min. 0.060 0.492 8.20 39.8

As seen from the figures of Table 1, during the same time 4

times as much penetrates into the working muscles as into the

resting ones and it is of interest to note that the entirely exhausted

rat Nr. VI which had to be assisted in the last phase of swimming

shows the highest exchange figure. In spite of the fact that the

muscle loses some of its potassium content during work, a much
larger percentage of the potassium atoms which at. the start of

the experiment were in the plasma (extracellular space) is- found

in the working muscle than in the resting one. This result clearly

demonstrates that the permeability of the muscle cell wall to

potassium ions strongly increases during strenous muscular

work. While in the course of 50 minutes about 0.2 mgm. plasma

potassium penetrates into the cells of 1 gm. of the resting muscle

and the same amounts move in the opposite direction, in the

working muscle about 4 X 0.2 mgm. moved from the plasma into

the cells and 4 X 0.2 plus 0.2 mgm. in the opposite direction.

The figure 0.2 mgm. which corresponds to the loss of potassium

by 1 gm. rat muscle under 50 ininutes stimulation follows from

the results of Fenn and Cobb (1936 and Fenn 1937). From the

individual potassium ions present in the cells of 1 gm. muscle

under half an hour’s muscular work, 1.0 mgm. will move into the

plasma;; from the resting muscle, only 0.2 mgm., thus about

of that found in the first mentioned case.
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Does all Muscular Potassium Ultimately Participate in
tlie Potassium Exchange of the Working Muscle?

In the resting muscle, it was found (Hevesy and Hahn, 1941)

that not all of the potassium present in the cells takes part in an
exchange process. In order to investigate whether the same is the

case in the worldng muscle we carried out experiments on rats

which had exhausting work to perform repeatedly during the

experiment. This exhaustion was obtained by letting rats swim
10—13 times, each time for 30 minutes. Between each swimming
tour a rest of about 17s hours w'as inserted so that the muscles

w'ere able to regain their origmal potassium content. As found

by Penn and Cobb, the change in the potassium content due to

muscular work is largely reversible during 1—3 hours of recovery.

As seen in the preceding section, about of the muscle potassium

exchanges in the swimming rat in the course of 60 min., while,

as stated by Penn and Cobb, about 7u of tli® muscle potassium

is lost during the same time. During recovery, the amount lost

will to a large extent be taken up again. If now, under the next

swimming performance, the muscle comes again into action, one

would expect another fraction of the muscle potassium to be

mobilized, a fraction which had not participated in the potassium

turnover during the first swimming tour. This was found, however,

not to be the case. Even if the rats w^ere forced to swim for 30

min. and to rest for some hours alternately as often as 13 times,

we found the same percentage of the muscle potassium which had

participated in an exchange process during the first swimming

performance alone to take part in the further potassium exchange

while the rest (about of the muscle potassium remained un-

changed.

"While in experiments lasting only 60 min. the difference in the

'‘*K content of the muscles betw'een the resting and swimming rats

was very large, no significant difference was found in experiments

taking 24 hours. During that time, practically all exchangeable

potassium exchanges in the resting muscle and, therefore, muscular

exercise cannot result in an increase of the content of the muscle

as shown in Table 2.

The rats Nrs. X, XI and XII W'ere kept swimming for 30 min.,

then they rested for 1^/. hours and, thereupon, were forced to swim

again for 30 min. This procedure was repeated 10—13 times. Both
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the resting and the swimming rats were killed 2i hours after, the
subcutaneous injection of «K. The total time of swimming is stated
in Table 2.

Table 2.

UptaTiO of by the gastrocnemius of resting and swimming rats.

Rat

Per cent of the aetivity
injected, present in

Ratio of the

content

of 1 gm.
muscle and

1 gm. plasma

Percentage

cellular

1 gm.
plasma

1 gm.
muBclc

potassium
exchange

Resting (VII) . . . 0.064: 0.64 10.0 36

Resting (VIII) . . . 0.068 O.CB lO.O 37

Resting (IX) . . . , 0.006 0.08 9.7 35

Swimming for 4.9

hours (X) .... O.OOO 0.61 9.2 37

Swimming for 5.7

hours (XI) .... 0.056 0.66 lO.O 41

Swimming for 6.0

hours (Xil) . . , 0.054 0.6 0 9.8 44

Table 8.

Potassium exchange in the cardiac muscle of the rabbit.

i

Organ Time
content

per gm.
tissue

Cellular

*-K content

per gm.
tissue

Potassium
content

in mgm.
per cent

Plasma .... SIO min. 100 — 14 —
Gastrocnemins , 210 min. 86 75 438 2.4

Cardiac muscle . 210 min. 346 315 360 12.4

Plasma .... 210 min. 100 — 18 —
Gastrocnemius . 210 min. 99 88 430 3.7

Cardiac muscle . 210 min. 281 250 360 12.6

Plasma .... 48 hours 100 — 15 —
Gastrocnemins . 48 hours 909 898 435 31

Cardiac muscle . 48 homrs 641 610 360 26

Plasma .... 64 hours 100 — 20.7 —
Gastrocnemius . 64 hours 618 607 430 29

Cardiac muscle . 64 hours 486 455 360 26
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Cardiac Muscle.

The cardiac muscle is constantly working. As the stimulated

gastrocnemius was found to take up more labelled potassium than

the resting gastrocnemius one has to expect to find a faster po-

tassium exchange in the heart muscle than in the resting voluntary

muscle. In experiments taking a few hours only that was found to

be the case (see Table 3). After the lapse of 210 minutes the

potassium exchange was found to be about 4 times larger in the

cardiac muscle of the resting rabbit than in the gastrocnemius.

In experiments of long duration, however, no significant difference

was found between the potassium exchange of the voluntary and

the cardiac muscle. In experiments of long duration all ex-

Table 4.

Potassium exchange in the cardiac muscle of the rat in the course

of 24 hours.

Organ
content

per gm.
tissue

Cellular

content per
gm. tissue*

Potassium
content in

mgm. p.c.

Percentage
cellular

potassium
exchange

Resting rat.

Plasma 100 — 15.G —
Gastrocnemius . . . 1,000 987 425 36

Cardiac muscle . . . 585 564 330 27

Plasma 100 — 16.0 —
Gastrocnemius . . . 1,000 987 426 37

Cardiac muscle . . . 726 705 330 34

Swimming rat.

Plasma 100 16.6 —
Gastrocnemius . . . 1,000 987 400 41

Cardiac muscle . . . 706 685 330 35

Plasma 100 _ 19.2

Gastrocnemius . . . 930 917 400 44

Cardiac muscle . . . 615 594 330 35

‘ The extracellular volume of the gastrocnemius and of the cardiac muscle
is assumed to make out 13 aud 21 p.c., respectively, of the tissue vreigkt.
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changeable potassium exchanged in the voluntary muscle, and
since the amount of exchangeable potassium is about the same
in both muscle types no difference can be expected between the
potassium exchange in the gastrocnemius and the heart muscle.

The same result is brought out by the investigation of the potas-

sium exchange in the resting and in the stimulated gastrocnemius.

In experiments taking but 50 minutes a four times as large po-

tassium exchange takes place in the case of the stimulated muscle.

In experiments taking 24 hours no difference is found. From the

lack of difference between the potassium exchange of the stimula-

ted and of the resting muscle in experiments of long duration it

follows that in both processes the same fraction of the total cellular

potassium participates. Muscular exercise accelerates the exchange

besides leading to a temporary loss of a part of the cellular po-

tassium but does not mobilize the greater, non-exchangeable

fraction of the muscle potassium.

Liver.

As percentage the potassium content of the liver^ of the rat

makes out Vs of percentage potassium content of the gastrocne-

mius and as the content of 1 gm. liver is found 24 hours after

the start of the experiment to be % of that of 1 gm. gastrocnemius

(see Table 5) we have to conclude that about the same percentage

of the liver potassium is exchangeable as that of the muscle

potassium.

Table 5.

Potassium exchange in the liver of rats in the course of 2-4 hours.

Eat

Per cent of administered
found in

Ratio of the

content

of 1 gm. liver

and 1 gm.
gastrocnemius1 gm. liver

1 gm. gastroc-

nemius

Control 0.40 0.64 0.74

Control 0.67 0.C8 0.90

Swimming ........ 0.46 0.55 0.84

Swimming 0.88 0.50 0.76

* We found - the rats liver to contain in the average 330 mgm per cent

potassium.
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Corpuscles.

Table 6 contains data on tbe exchangeability of the corpuscle

potassium. The corpuscles of the rats investigated by us were
found to have a similar potassium content as the gastrocnemius,

415 mgm. per cent, on the average. The corpuscle potassium
exchange was found to be 90 per cent of that of the muscular
potassium exchange in the control rats and 70 per cent in the

swimming rats.

Table 6.

Potassium exchange in the red corpuscles of rats in the course

of 24 hours.

Eat

Per cent of admini-
stered fimnd in

Ratio of the
content

of 1 gm. cor-

puscles and
1 gm. gastroc-

nemius

Percentage
corpuscular

potassium
exchange

1 gm.
corpuscles

1 gm.
gastrocne-

mins

Control 0.58 0.63 0.92 34

Control 0.66 0.63 0.89 31

Swimming 0.60 0.61 0.82 28

Swimming 0.40 0.55 0.78 28

Loss of Muscle Potassium by Animals kept on a Diet

Deficient in Potassium.

As mentioned above, under muscular work a loss of muscle

potassium occurs which is fully or to a large extent compensated

by an uptake of sodium. The loss of potassium observed under

prolonged stimulation is about 15 per cent of all the potassium

present in the muscle. The potassium content of the muscle can

also be diminished by keeping the animal on a diet deficient in

potassium, as reported by different experimenters. Experiments

of very long duration were carried out recently by Heppbl (1939)

who kept rats on a diet deficient in potassium for 86 days. A very

appreciable decrease in the muscle potassium of these rats was

found, the potassium content decreasing from 430 to 250 mgm.

per cent. No further reduction could, however, be achieved by

continuing the experiments until the rats became moribund. A
partial replacement of potassium by sodium was found to appear.

In the above investigation and likewise in our exchange experi-
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ments an appreciable part of tbe muscle potassium was, thus
found to be prevented from leaving tbe cells.

Experiments in Titro.

Tbe results of experiments in vitro must be interpreted very

cautiously, since tbe penetration or tbe lack of penetration of

substances into tbe cells and vice versa is often not a simple

diffusion process but is intimately connected with metabobc
processes. Sodium, for example, does not penetrate to a significant

extent into tbe cells of tbe resting muscle in vivo; in vitro, however,

tbe uptake of a large amount of sodium by tbe sartorius of tbe

rat is reported (Bubr-Steinbach, 1940) and a similar observation

was made in this laboratory by 0. H. Eebbe. Tbe last mentioned

experimenter found in experiments in vivo »tbat tbe radio-sodium

content of 1 gm. gastrocnemius or sartorius of tbe frog makes out

15 p.c. or less of the radio-sodium content of 1 gm. plasma. In

experiments in vitro, in which the muscle w'as placed for 2 hours

in a Ringer solution, tbe corresponding figure was found to be 25.

It is of interest, further, to recall some experiments carried out

by Ernst and Eeicker (1934) on minced frog muscle suspended

in water. They found that no more than to of tbe potassium

content of the frog muscle goes into solution and they concluded

from this fact that tbe major part of tbe muscle potassium of tbe

frog is present in an "indiffusible” state. They found, finally,

that stimulation or tetanus increases tbe “diffusible” fraction

to V-jz—3 times the figures mentioned above.

Tbe sartorius of a frog immersed in a Ringer solution free from

potassium was found by Burr-Steinbach (1940) to give off

potassium and to take up sodium. Tbe process was found to be

reversible only as long as no more than half of tbe muscle potassium

was lost.

Maintenance of tlie Difference in the Potassium Concentra-

tion of Cell Water and Extracellular Water.

Tbe potassium concentration of muscle cell water is about 30

times as large as tbe potassium concentration of tbe extracellular

water (plasma). It is a puzzling problem of cell physiology bow

such a great concentration difference can be maintained all through

life. Four explanations may be put forward to account for this

difference, a) Tbe potassium ions cannot penetrate through tbe
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cell wall, b) Tbey are prevented from leaking out of tbe cells by
electric forces, c) They are bound inside the cells to such units

which cannot penetrate through the cell wall, d) A constant loss

of potassium from the cells takes place, but the loss is compensated
by an equivalent secretion of potassium into the cells.

By the fact that the stimulated muscle loses a part of its potas-

sium content it is shown that potassium ions can penetrate through

the wall of the stimulated muscle. The experiments in which
labelled potassium is used as an indicator lead to the result that

the cell wall of the resting muscle is permeable to potassium as

well. In fact, the cells of the resting muscle constantly lose po-

tassium to the extracellular fluid, but the loss is compensated by
an equal influx of other potassium ions previously located in the

extracellular fluid. We have to assume that the amounts of sodium

which are involved in a corresponding process are small only.

In our experiments we found, furthermore, that in the same time

unit a much larger amount of potassium passes the cell wall of

the stimulated muscle than the resting muscle, not only in the

direction from the cells into the plasma but also in the opposite

direction.

We find that a large percentage of the potassium ions origi-

nally present in the plasma is located in the muscles after the

lapse of an hour or two, and we would expect that, if the potas-

sium content of the plasma is brought, for example, up to twice

of its normal value, that a large part of this additional potassium

would be located in the muscle cells too. No or a small accu-

mulation of potassium only is, however, found to take place in

the muscle celJs after an increase in the potassium content of

the plasma [see for example Benn (1939); htrLLER and Daurow
(1940)]. We can explain this discrepancy by assuming that a

small part of the potassium of the muscle cells is present as free

potassium ion, only. If, for example, only 1 per cent of the muscle

potassium is present in free state in the muscle cells, an increase

in the plasma potassium content of 100 per cent can only be

expected to lead to a corresponding increase in the concentration

of the free potassium content of the muscle cells, thus to an in-

significant increase in the total potassium content of the cells.

We can just as little expect a substantial rise in the potassium

content of the muscle cells as a result of a substantial increase

in the potassium content of the plasma as we can expect a sub-

stantial rise in the phosphorus content of the muscle cells follow-
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ing an increase in the phosphate concentration of the plasma.
The free phosphate of the cells will correspondingly increase'

but the free phosphate makes out but a small percentage of the
total phosphorus. This lack of accumulation of phosphorus in

the cells following an increase in the phosphateconcentration
of the plasma will not hinder an ultimate replacement of the
whole cell P by labelled plasma P. Due to the enzymatic de-

gradation and new formation of the organic P compoimds in-

cessantly going on in the cells, the labelled P mil have opport-

unity to be incorporated into the molecules of the organic P
compoimds while a corresponding number of non-labelled P
atoms will migrate in the plasma. The lack of accumulation

of substantial amounts of potassium in the muscle cells ivill not

hinder the incorporation of labelled potassium into the organic

potassium complexes which will be presumably renewed by en-

zymatic processes as are the phosphorus compounds. The "non-

exchangeable” potassium can be assumed to be incorporated in

such molecules wliich are renewed at a slow rate, only. In view of

the short life of radiopotassium, it is not possible to follow the

potassium replacement for many days as is possible in case of

phosphorus and where the rate of renewal of substances which

are resynthesised at a very slow rate can still be determined.

The above considerations permit also to interpret the remark-

able behaviour of the muscle recovering after stimulation as

to its sodium content, as will be discussed in a paper to be pub-

b'shed shortly.

Summary.

The uptake of labelled potassium by the skeletal muscle of

resting and of swimming rats was determined. The gastrocnemius

of rats swimming for half an hour take up about four times as

much as the gastrocnemius of resting rats. Strenous muscular

exercise increases, thus, strongly the permeability of the cell wall

to potassium.

In experiments taking 24 hours, in which some of the rats were

made 10—13 times to swim, each time for about 30 min., while

other rats were kept as controls, no significant difference was

found between the uptake by the resting and the working

gastrocnemius. During this time, practically all exchangeable

potassium was replaced by plasma (extracellular) potassium both

in the resting and in the stimulated muscle. The amount of

exchangeable potassium which was found to be about ^/j of the
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total potassium content of tke gastrocnemius was thus not found

to be increased by strenous exercise.

The cardiac muscle being a constantly •worldng muscle exchanges

about 4 times as much potassium as does the resting gastrocnemius

in experiments taking 37a hours. In experiments taking 24—64

hours, during which time most of the exchangeable potassium is

replaced in the cardiac and the resting voluntary muscle as well,

no significant difference in the extent of potassium exchange of

the gastrocnemius and the cardiac muscle is found.

The liver potassium is replaced by plasma potassium at a faster

rate than the potassium of the gastrocnemius. The exchangeable

part of the liver potassium is, however, about as large as that of

the muscle potassium.

The results are interpreted by assuming that most of the po-

tassium of the muscle cells is present in a bound, non-d iffusible

state. The potassium containing compounds are alternatively

degraded and resynthesised and in the course of these processes

labelled potassium gets incorporated in the compounds. The

rate of renewal of one or more of the potassium containing com-

pounds bejng slow the corresponding percentage of the cellular

potassium is found to be non-exchangeable in the comse of the

experiment.
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From the Pharmacological Department of the Caroline Institute
Stockholm.

’

A New Physical Stroke-Volume Formula and
Its Applications.^

By

A. APERIA.

I.

What might be called, the chief problem of hemodynamics, i, e.

the physical determination of the stroke-volume, cannot as yet

be considered theoretically solved (Aperia, 1940). It was shown
that the existing stroke-volume, formulae were sometimes over

300 % out and were in consequence often practically useless. A
recent paper by Wetterer (1940) has scarcely changed this

situation.

A statement will now be made of a partially empirically found

physical stroke-volume formula for basal conditions, which has

shown good agreement with the values, obtained by means of

Grollman’s acetylene method. The formula is based on Frank’s

airchamber theory and the homogeneous undulatory theory.

Beyond these a factor h is used, which unites the two theories.

Jc is the ratio between the mean velocity u and the axial velocity

M in a cross-section. Moens, for the rest, found 1878 by means of

experiment an analogous correcting factor, though of no influence

upon the later literature.

The following expression for the stroke-volume V^,y is derived

from the air-chamber theory for stationary conditions:

0

where w indicates the peripheral resistance, P the pressure, t the

time and the integral expression the pressure surface F for the

pulse period T. The pressure for the purpose in question is mea-

sured at the femoral artery.

^ Beceived 20 January, 1940.
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An expression derived straiglib from a pressure-curve is tlie

diastolic relative pressure-fall intensity y, which, is the ratio

between the elasticity modulus E for the volume unity and

y is here obtained from the femoralis curve. In the previous

one-curve analysis of the author the peripheral diastole has

been therewith used. For our new purpose two curves are needed,

and the correct central diastole is to be taken (a remark for which

the author is obliged to Prof. Muntz) and y may now be calculated

with the central diastolic time. From that will be obtained;

E indicates the relation between the relative elasticity modulus

y. and the air-chamber volume V. According to the homogeneous

undulatory theory, and with regard to the factor fc, x is obtained

o c-

as o represents the density of the blood, c the wave velocity

of the pulse between the aorta or the subclavia and the femoralis

respectively. F is equal to the cross-section Q of the aorta ascen-

deus which is obtained statistically (Suter, 1897) or according

to Bazett a. o, (1935) or roentgenologically, multiplied by the

length L of the air-chamber. L i.s under basal conditions to be

indicated as P/3 tlie projected length of the vessel between the root

of the aorta and the femoralis at the crease of the groin. If the

magnitudes mentioned are set in, the following formula is obtained;

(3) S'.

kyQLF
QC^

Applying this formula practically we verify soon that a further

correction is necessary. It then seems plausible to relate this

correction to the length of the air-chamber. It has now been

empirically proved that the above stated length of the artery

system, which on the average serves mainly as an air-chamber, is

best corrected with the diastolic time D related to a normal dia-

stolic time D„ of 0.6 sec. This signifies only, that a longer air-

chamber needs a correspondingly longer time for emptying; a

result, plausible perhaps also theoretically. The final formula will

then be;

Ji y Q L F D
•/
= ^ D~'

5

—

illil'i. Acta phya. Scandinav. Vol.II,

(4)
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h is taken for the central vessels as = 0.6, q = 1.06 gr cni~®.

Comparative stroke-volume investigations with Grollman’s
acetylene method have been carried out under basal conditions in

a number of cases by means of this formula. The results are given
below in tabular form. means the stroke-volume found by gas

analysis. The average absolute deviation as compared with the

acetylene method is about 11.3 %. The deviation, moreover,

proves more satisfactory with D = 0.62 sec., as it thus amounts
to 9.9 %.

Table I.

Comparison between the cardiac output Vs found by gas analysis and
the calculated Vs, according to the formula (4).

Sign. Age
Blood pressure

in mm Hg
art.bracli.| art. fem.

Mean
pr.

art.fem

c

in cm
aec-iB D

in a in cm*
Vs,r
in cm*

St-n 20 119/78 193/136 160 505a 610 66 67

P-n 20 122/85 185/125 146 6001 530 46 42
1

J-n 21 115/70 165/100 129 500 1,000 700 58 73
i

W-g 24 138/68 175/90 120 600 720 480 54 55

S-n 28 110/75 160/122 141 700 850 560 28 25

H-g 29 120/75 190/120 148 580 1,020 720 68 74
i

H-m 29 109/64 157/106 122 520 900 590 57 64
1

S-w 30 112/82 168/116 137 550 1,000 690 66 71
j

S-e 30 115/70 160/100 117 600 1,390 1,000 74 83 :

N-n 31 125/80 160/95 122 680 580 310 36 27 ;

J-m 32 120/75 160/100 128 610 1,130 840 68 75

P-e 32 115/72 175/110 135 600 800 530 58 59

E-m 40 138/86 195/120 153 710 940 640 55 64
j

E-n 41 125/85 195/150 168 625 740 470 42 36
1

F-d 42 155/93 225/128 163 745 900 610 64 74
j

L-n 45 120/70 210/118 155 7509 500 56 52 (

G-n 45 245/145 310/180 232 900 550 59 74

K-n 49 145/85 260/180 209 700 1,000 650 80 77

N-n 52 147/87 225/130 170 850 920 600 49 60

W-n 53 230/100 320/130 210 3,300 800 510 43 44

R-m 66 155/88 273/158 207 950 940 640 55 62

N-m 67 200/115 303/158 222 1,200 860 560 52 54

H-m 69 180/85 280/160 208 980 640 53 57

E-1 70 160/90 225/135 170 860 570 49 41
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II.

Further simpKfications are desirable from a practical point of

view. A simplification of this kind is indeed possible with
reference to the calculation of y. The expression for y is;

log PI— log PI
^

y = . iQg ^ jQg

PI and Pg signify the end-systolic and the end-diastolic pressure

respectively determined with the central diastolic time. B is the

duration of the diastole.

According to the rules for development of logarithms in series

we have:

log

where z indicates an arbitrary value absolute ^ 1. According to

this the following is obtained;

1 +
p*.

PI 4- PI PI- PI PI- PI
(5) yP = log ;^=Iog

Pl~Pl^ ^
PI 4- p; PI+ pI

'

Pl+ Po*

The error is of the third order and amounts practically to less than

3 %. The expression obtained is analogous to Liljestranb’s

and Zander’s reduced pulse-amplitude (1928) and may be con-

sidered in connection with that amplitude.

* .

a) If the above expression is set in formula (4) and if is
x/„

substituted by where can be regarded as the normal pulse-
n

period, the following stroke-volume is obtained;

(6)

a:,,p„,ql
_

t

Q c-
X

T„

indicates therewith the reduced pressme-difference at the

femorahs stated with the central diastolic time as in (5). The

pressure surface F is substituted by the mean pressure P„,

multiplied by the pulse-period T. If the stroke-volume is

calculated according to that formula an average absolute devia-

tion of 10.8 % is obtained compared with the acetylene method,

b) The relation between the reduced amplitude A].j indicated
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above and the ordinary reduced one at femoralis zl^
^ is 0.8 with

an average absolute deviation of 7 %. If that amplitude with a
correction-factor of 0.8 is set in the formula (6) an average absolute
deviation even of only 9.4 % is obtained,

c) The reduced amplitude at femoralis
^ stands normally

in a comparatively constant relation to that at brachialis zl

The average difference is about 5 %. If that ampHtude with^a
factor of 0.72 is set in the formula (6) an increased deviation

amounting to 14.4 % is obtained.

d) The mean pressure at femoralis stated in the formda

(6) stands in a rather constant relation, somewhere about 1, to

the arithmetical mean-pressure , If the two expressions

are shortened with recompensation by a correction-factor 0.95

the absolute deviation amounts now to 9.2 %.
e) The relation between P„, and the ordinary arithmetical mean

pressure at femoralis is on the average 0.95 with an average ab-

solute deviation of 1.5 %. If therefore the two expressions are

shortened and if the factor 0.95 is used multiplied by the above-

mentioned factor 0.8, consequently 0.76, an average absolute

deviation of 9.6 % is obtained. The formula is as follows:

(
7 )

0.76Z1^QL

QC-

T„ = 1 sec. Zl^ thus signifies the pulse-amplitude at femoralis.

f) Prom the point of view of practical simplifications the

mean pressure at femoralis may be finally substituted by the

arithmetical mean pressure at brachialis multiplied by an appropri-

ate average correction-factor, in this case 1.43. These amplitudes

stand indeed also in a relatively constant relation to another, the

absolute deviation however being here 9 %. Together with the

brachialis-factor 0.72 Tised above these two expressions may be

replaced by the factor 0.97 at As before, with brachialis too,

the deviation will now be greater than at femoralis and will amount

to 13.3 %. This may perhaps be compensated by certain advan-

ageSj such as measuring the blood pressure on the arm instead

of on the thigh during exercise. The formula will here be:

(8 ) QC"-
X

where T], is 0.97 sec. zl^,. is the pulse-amplitude at brachialis.
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The calculation becomes simpliest with using c. g. s. units. We
obtain then the cardiac output directly in cm®. The sign. K—n below
may be taken as example. The blood pressure at brachialis is 145/85
mm Hg, the pulse amplitude Ai,r thus 60 mm Hg = 6 cm Hg = 6 x
X 13.0 X 981 dyn cm~-. Q is statistically for 49 years to be taken
= 4.S cm®. The projected arterial length above is 66 cm, therefore

L = 3/2 X 66 cm = 99 cm. T = 1 sec, Ti = 0.97 sec. q = l.oo gm
cmr^. c == 700 cm sec~k The formula above gives now.

6 X 13.0 X 931 X 99 X 4.8 x l.o
75 cm®.

1.00 X 700 X 700 X 0.97
'

Table n.

Co7nparison between the different determinations of the cardiac output.

Sign.
Bl. pr. Vs B din cm®

’ r, I

b

St-n 188/141 66 67 6t> 70 66

P-n 182/131 46 41 39 33 42

J-n 142/100 58 71 79 72 63

TV-g 172/99 54 55 52 48 59

S-n 158/127 28 25 25 32 24

H-g 175/122 68 74 75 70 71

H-m 150/108 57 64 60 72 63

S-w 164/118 66 70 62 65 62

S-e 149/100 74 81 76 72 81

N-n 148/105 36 27 32 25 27

J-ni 151/114 68 72 60 54 68

P-c 170/112 58 59 52 47 59

E-iu 177/120 00 62 60 54 56

R-n 189/154 42 35 36 47 31

F-d 215/130 64 72 64 55 70

L-n 196/126 56 52 54 45 51

G-n 303/184 57 72 63 55 72

K-n 226/180 80 77 74 95 71

N-n 216/135 49 59 55 49 57

W-n 261/136 43 44 46 47 39

j
R-m 236/162 55 61 70 64 55

' N-m 279/163 52 54
1

52 40 51

Il-m 244/162 53 56
1

61 74 53

E-1 204/145 49 40 i 48 48 39

Average absolute

deviation 14.4 %
1

.9.2 fi
i

9.6
j

13.3 fi
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Above there is given a table of stroke-volumes calculated with
the different modifications of the given formula (6). means
again the stroke- volume found by gas analysis.

The exact degree of accuracy for the mentioned formulae can be
proved only by further investigations.

Summary.

The existing formulae for the calculation of the stroke-volume

with the aid of a single air-chamber lead often to inacceptable

contradictions with experience. A new formula is deduced for

basal conditions. Comparative stroke-volume investigations

with Grollman’s acetylene method have been carried out in a

number of cases. The average absolute deviation of the theoretical

results from the gas analytical data is about 10 %.

References.

Apeiria, a., Skand. Arch. Physiol. 1940, 83
,
Suppl. 16.

Bazett, H. C., F. S. Cotton, L. B. Laplace and J. 0. Scott, Amer. J.

Physiol. 1935, 113 , 312.

Liljestrand, 6., and E. Zander, Z. exp. Med. 1928, 59, 105.

Mobns, a. j., Die Pulscurve, Leiden 1878.

SuTER, F., Virchows Arch. 1897, 39, 289.

Wetteber, E., Z. Biol. 1940, 100, 260.



INDEX ADCTORUM. VII

Pag.

Kahlsox, G., K Emmelin and F. Wicksell, Blood Histamine in

reactive Hyperaemia 110
K^ahlsox, G., N. Emiielix and F. Wicksell, Histamine in Plasma 123
Levi, H., A Geiger Counter Arrangement 311

Liljestraxd, G., U. S. v. Euler and Y. Zottermax, Baroceptive
Impulses of Carotid Sinus 1

Lixdstroji, K., N. Emmelix and G. Kahlsox, Liberation of

Histamine from tLe Skin 78
Nielsex, N., and G. Hevesy, Potassium Exchange in Yeast Cells 347
Sjogrex, G., and C. G. Suxdberg, Activity and Structure of Vita-

min K 227

Sjostraxd, T., Lungen als Blutdepot beim Menschen 231

Sjostrand, T., and U. S. v, Euler, Benin Pressor Action 264
Sjostraxd, T., und U. S. v. Euler, Vasokonstriktorische Wirkung
von Nierenextrakten 274

Skogluxd, C. B., and C. G. Berxhard, Selective Suppression with

Ethylalcohol of Inhibition 10

Skogluxd, C. B., C. G. Berxhard and U. S. v. Euler, Post-tetanic

Action Potentials 284
Suxdberg, C, G., and B. Sjogren, Activity and Structure of Vita-

min K 227

Tvede-Jacobsex, I. K., Blood-Flowmeter 249

UssrxG, H. H., Protein Benewal in Mice and Bats 209

UssiXG, H. H., Fate in Metabolism of Deuterium in Amino Acids 222

Wahluxd, H., und U. S. v. Euler, Zentrale Kurarewirkungen . 327

Wassmaxx, K., Vitamin Bi Determination in Urine 355

Wexxeslaxd, B., Determination of Carbon Dioxide in Biological

Fluids 189

Wexxeslaxd, B., Determination of Carbon Monoxide Capacity of

Blood 198

Wicksell, F., N. Ehmelix and G. Kahlsox, Blood Histamine in

Beactive Hyperaemia 110

Wicksell, F., N. Emmelix and G. EIahlsox, Histamine in Plasma 123

ZoTTERiiAX, Y., U. S. V. Euler and G. Liljestraxd, Baroceptive

Impulses of Carotid Sinus 1

Akerbloh, E., Histaminbestimmung in Gewebsextrakten 378

0RSKOV, S., Permeabilitat der roten Blutkorperchen 366



Aus der Medizinischen Klinik des Lunder Krankenhauses.

iilber die Verteiluiig des Kiipfers zwisclien

Plasma imd roten Bliitkdrperclien kei extremen
physiologisclien Terscluebungen im Cu-Gelialt

des Blntes.^

Von

CARL G. HOLMBERG.

Seitdem Callax und Henderson (1929) im Natriumdiathyl-

dithiocarbaraat ein Kupferreagens von genugender Empfind-
lichkcit, eine quantitative Kupferbestimmung in verbaltnis-

massig kleinen Mengen Blut zu erlauben, entdeckt haben, ist

ein ziemlicb urafassendes Scbrifttum iiber das Blutkupfer erschie-

nen. Eine grundlegende Erage, namlich die A’^erteilung des Kup-
fers auf das Plasma und die roten Blutkorpexcben ist indes-

sen, soweit iclx babe foststellen konnen, bisber nicht endgultig

geklart wordcn. So fanden z. B. Sarata und seine Mitarbeiter

(1933) eine bobere Cu-Konzentration in den roten Blutkorper-

cben als im Plasma, -wabrend Schultze, Elvehejm und Hart
(193G) den gegenteiligen Befund erboben. Tompsett (1934) so-

wie Bjerrum und Henriques (1935) scbliesslicb finden eine

ziemlicb gleichmiissige Vcrteilung zwiscben Plasma und Blut-

korpercben, und zablreicbe neuere Untersucbungen scbeinen von

der Kicbtigkeit dieser Axiffassung auszugeben.

Im folgenden soil gezeigt werden, dass, aucb vrenn die Vertei-

lung des Cu auf das Plasma und die roten Blutkorpexcben des

Blutes gesunder Erwacbsener ziemlicb gleichmassig ist, dies dock

bei den extremen Variationen des Blutkupfergebaltes, die unter

gewissen pbysiologiscben Bedingungen auftreten, nicbt der Pall ist.

* Eingegangen am 1. Mara- 1941.
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Tabellc I.

Blui gesunder, nicJit scJiwangerer Frauen.

Cu im Cu im Cu in den

Xr. Xame Plasma

y pro
Gesamtblut

y pro

Blutkorperchen
(berechneter

Hamato.
kritwert

100 ml 100 ml Wert) y pro Vol%
100 ml.

1. F. P. . . .... 70 73 77 44
2. B. D. . .... 122 80 22 41
3. R. H. . .... 132 122 108
4. 31. K. . .... 83 83 83
o. E. D. . .... no 87 55 40
6. B. S. . . .... 125 104 75 41
7. B. K. . .... 128 91 40 44
8. S. B. . . .... 95 85 71 —
9. L. E. . . .... 86 106 134 43

10. S. E. . . .... 110 no no 45
11. S. 31. . . .... 75 66 54 41
12. S. 31. . . .... 113 94 68 43
13. S. I. H. .... 136 106 65 42
14. S. 31. . . .... 149 122 85 39

15. 31. L. B. .... 109 94 73 40

16. S. I. . . .... 136 120 98 39

17. S. E. . . .... 94 88 80 43

18. U. S. . . .... 80 86 94 42

19. S. E. . . .... 101 92 80 44

20. K. A. . .... 113 114 115 40

21. S. R. H. .... 125 118 108 45

22, K. A. . . . . . 137 84 11 41

3IittclH'ert; 110 3Iittehvert: 78 3Iittelwert: 42

Streuung: 24 Streuung: 28

3IittI. Fehler 3Iittl. Fehler

des 3Iediunis: 5.1 des 3Iediums: 5.9

Da die Hamatokritwerte nichfc fiir samtliche Blutproben erhalten werden

konnten, bedienten irir uns bei der Berechnung des Cu-Gebaltes derrotenBlut-

korperchen aus den beobachteten Werten im Plasma und Gesamtblnt (Tabelle

I—^III) des mittleren Volumens der Blutkorperchen in der betreffenden Gruppe,

was satthaft sein diirfte^ da keine Korrelation zwischen den Hkmatokritwerten

und den Kupferwerten vorzuliegen seheint.

Durcli BeobacKtungen, die auf Untersucbungen von Krebs

(1928) zuriickgehen, wissen wir, dass das Blut von Sobwangeren

einen Kupfergebalt hat, der um 100 % oder mehr iiber dem

gesunder, nicht schvrangerer Frauen liegt; ferner wissen wir durch

Untersucbungen von Locke, Main und Bosbach (1932) u. a.,

dass das Nabelblut einen relativ niedrigen Kupfergehalt bat.
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Tabelle II.

Blut schivangerer Frauen bei der Geburt.

Cu im Cu in den

Xr. Name Plasma

y pro
100 ml

Gesamtblut

y pro
100 ml

Blutkorperchen
(berechneter

Wert) y pro

Hamato-
kritwert

BoI%
100 ml

1. H. A. . .... 258 200 113 34
2. M. S. . . .... 317 240 124

3. AG. X. . .... 352 270 147 47
4. X. G. . 242 166 52 44
o. C. S. . . .... 197 140 54 40
6. E. A. . . .... 253 170 45 37
7. M. . .... 270 208 115 38
8. G. :m. . 242 194 122 —
9. S. C. . . .... 200 176 140 38

10. S. B. . . .... 203 186 160 —
11. G. J. . . .... 220 160 70 —
12. A. E. . . .... 205 140 42 —
13. E. S. . . .... 242 158 32 —
14. E. X. . .... 240 210 165 37

15. ML. B. . .... 237 180 95 31

16. 0. E. . . .... 172 125 55 40

17. A. 0. . . .... 202 192 87 —
18. H. J. . . 273 187 58 44

19. K. H. . .... 263 194 91 43

20. A. J. . . .... 249 234 212 42

21. S. P. . . . . . . 251 188 94 40

22. A. L. . . .... 285 246 188 37

Jlittehvert; 247 Mittelwert: 103 Jlittelwert: 40

Streuung: 39 Streuung: 49

Mittl. Eeliler Mittl. Fehler

dea Mediuma: 8 des Mediums: 10

Mit einer Methode, deren Einzelheiten nachstehend besdnieben

werden, baben wir eine Reibe von vergleicbenden Analysen am
Plasma und Gesamtblut gesunder Frauen, gesunder Scbwangerer

bei der Geburt und am Nabelblut ausgefubrt (Tab. I— Aus

den Analysenergebnissen ist der mittlere Cu-Gebalt des Plasmas

und der roten Blutkorperchen innerbalb dieser drei Gruppen

berecbnet "worden. Dabei zeigt es sicb, dass der Cu-Gebalt des

Plasmas der drei Gruppen etwa im Verbaltnis 1 : 2.5 ; 0.5 wecb-

selt, wabrend der mittlere Cu-Gebalt der roten Blutkorpercben

im Vergleicb bierzu ganz geringfugig scbwankt. Es ist nicbt

einmal ausgescblossen, dass die letzteren Variationen zufalliger
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Tabelle m.
Nabehchnurblut.

Cu im Cu im Cu in den

Nr. Name Plasma

y pro
100 ml

Gesamtblut

y pro
100 ml

Rlutkorperchen
(berechneter
Wert) y pro

100 ml

Hamato-
kritwert

Vol%

1. R. C. . . ... 82 84 86 59
2. M. S. . . ... 55 104 146 __

3. AG. N. . ... 72 100 124 52
4. N. G. . ... 67 74 81 51
5. S. E. . . ... 25 57 84
6. C. S. . . ... 18 44 66 45
7. E. A. . . ... 50 100 142 58
8. I. N. . . ... 30 70 104 58
9. M. M. . ... 50 94 131 54

10. R. N. . ... 68 125 174

11. A. P. . . ... 67 82 95

12. H. J. . . ... 20 35 48

13. T. A. . . ... 55 80 101 —
14. S. N. . . ... 58 65 71 —
15. M. E. . ... 55 89 118 —
16. H. N. . ... 27 97 156 54

17. G. J. . . ... 50 54 57 —
18. 0. J. . . ... 42 74 94 66

19. A. J. . . ... 61 70 78 —
20. A. L. . , ... 33 66 94 49

21. M. P. . ... 44 78 107 49

22. M. I. . . . ... 52 67 80 51

JVEttelwert: 49 Idittelwert; 102 Mittelwert: 54

Streuung: 25 Streuimg: 31

Mittl. Eehler JEttl. Eehler

des Mediums; 5.3 des Mediums: 6.6

Art sein konnen. Es ist also der Schluss berechtigt, dass der Cu-

Gehalt der roten Blutkorperchen eine recht konstante Grosse

ist, der Cu-Gebalt des Plasmas dagegen starken pbysiologiscken

Schwankimgen unterliegt. Es lasst sick keine Korrelation zwiscken

dem Cu-Gekalt des Plasmas und dem der roten Blutkorpercken

feststellen.

Experimentelles.

1. Blatentnahme.

Das Blut -wird durck Venenpunktion mit glatten, innen polier-

ten Nadeln aus rostfreiem Stakl direkt in Zentrifugenrokrcken
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genommen. Die Eohrclien sind mit 7—8 mg. Heparin prapariert.

Wir haben uns iiberzeugt, dass die Nadeln keine messbaren Mengen

Cu abgeben und dass das benutzte Heparin als von diesem Metall

frei gelten kann,

2. Extraktioix des Kupfers aus dem Plasma bzw. Gesamtblut.

6 ml Plasma oder Gesamtblut vrerden in einem kleinen Kolben

mit 3 ml 6 n-Salzsaure versetzt; nacb 10 ^Minuten werden 6 ml

20 % glasdestillierte Tricliloressigsanre beigegeben, nacb weiteren

10 Slinuten Filtration dxircb Cu-freies Filter.

8. Analyse.

7.5 ml des Filtrats werden mit 1 ml 4 % Natriumpyrophospbat-

losung nnd einem Tropfen in Alkobol gelostem 1 % p-Nitropbenol

versetzt. Dann wird tropfenweise 15 % Ammoniak bis zum
Farbumscblag zugesetzt und scbliesslicb tropfenweise n/2 Scbwe-

felsaure bis zum Verscbwinden der Farbe. Dann lasst man etwa

2 ]\Iinuten lang Sauerstoff bindurch stromen. Scbliesslicb werden

0.25 ml 0.1 % Natriumdiatbylditbiocarbamatlosung zugesetzt,

und die entstandene Farbe wird im Scbeidetricbter mit 5 ml
Amylalkobol gescbiittelt. Die gelbe Farbe wird im Pulfricb

Pbotomcter kolorimetriert (Filter S 43, Scbicbtdicke 1 cm),

k • 890 = y Cu in 100 ml Plasma oder Gesamtblut.

4. Leerversuch.

Bei jeder Analyse werden Leerversucbe obne Blut, docb mit
samtlicben Eeagenzien, gemacbt.

Samtlicbe Eeagenzien miissen von bochster analysenreiner

Qualitat sein. Alle benutzten Glaswaren werden mit analysen-

reiner Salzsaure und glasdestilliertem Wasser gespiilt.

Es bat sicb als notwendig erwiesen, mit Salzsaurebydrolyse

des Blutes zu arbeiten, da in Proben, die nur mit Tricbloressig-

saure bydrolysiert werden, mancbmal eine storende Farbe mit
starker Absorption im benutzten Spektralbereicb auftritt.

5. Qenauigkeit dor Methode.

Sowobl an Serum als an Gesamtblut wurden eine Serie Doppel-
bestimmungen gemacbt (Tab, IV und V). Es zeigt sicb, dass der
mittlere Febler des Mittels aus zwei Plasmabestimmungen etwa 4,
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Tabelle IV. Tabclle Y.

Doppelbestimmungen.

Plasma

y Co pro 100 ml

212 218

110 113

78 78

77 75

113 113

43 45

291 30G

51 53

Jlittl. Fcliler des

Jlittels der Doppel-

bestimmung: 4

Gcsamtblut

y Cu pro 100 ml

104 122

44 46

74 74

248 228

184 182

76 80

C6 68

Alittl. Fchler des

Alittels der Doppel-

bestimmung: 7

Wiedergcfundenes Kupfer nach Zusatz von 1.50 y zu 3 ml Plasma oder

Gesamtblut.

Tabelle TL

Gefundenes Cu
in 3 ml Plasma

Plasma.

Gefundenes Cu
in 3 ml Plasma
nach Cu-Zusatz

Unterschied

0.42 Y 2.22 y l.SO r
3.40 ft 4.90 » 1.50 ft

3.20 ft 4.95 » 1.75 ft

5.72 ft 7.42 » 1.40 ft

3.45 ft 4.75 » 1.30 ft

3.75 ft 5.10 » 1.35 ft

4.5S ft 6.10 » 1.52 ft

Wiedergefundes Kupfer. Mittel: 1.52 i 0.07. Streuung: O.IG.

Tabelle TIT.

Gesamtblut.

Gefundenes Cu
in 3 ml Gesamtblut

Gefundenes Cu
in 3 ml Gesamtblut
nach Cu-Zusatz

Unterschied

1.00 y
1.28 »

2.4S y
2.78 »

1.48 y
1.50 »

3.00 i> 4.70 » 1.70 »

3.GO » 5.05 » 1.55 »

1.50 » 2.90 » 1.40 »

4.05 » 5.77 * 1.72 »

1.10 » 2.45 » 1.35 »

0.65 » 2.40 » 1.75 »

1.25 » 2.72 » 1.47 »

1.40 » 3.05 D 1.65 It

Wiedergcfundenes Kupfer. Mittel: 1.55 i 0.007. Streuung: 0.20.



77ttBEK DIE VERTEILUNG DBS KTJPEERS.

entsprechend "bei Gesamtblut etwa 7 y Gu pro 100 ml Blut betragfc.

Es sind aucb Analysen in der Absicbt ausgefuhit -worden, die

Moglicbkeit des Wiederfindens zugesetzten Kupfers sowobl im
Plasma als im Gesamtblut festzustellen (Tab. VI und VII). Die
Tabellen zeigen, dass die zugesetzte Kupfermenge in beiden Eallen

obne Verluste wiedergefunden wird. Scbliesslich, sei erwabnt,

dass auch Versucbe gemaclit vrorden sind, um die Vollstandigkeit

der Extraktion zu kontrollieren, indem Parallelanaljsen an
verascbtem Slaterial vorgenommen warden. Dabei ergaben sick

5—10 % niedrigere IVerte fiir letzteres Material, was natiirlicb

den unvermeidlichen Verlusten durck Verfliicktigang zazu-

sckreiben ist.

Zusammcttfassmig.

Der Kupfergekalt der roten Blutkorpercken des Menscken

ist relativ konstant. Die pkysiologischen Sckwankimgen im
Kupfergekalt des Blutes entfallen kauptsacklick auf die Varia-

tion des Serumkupfers.

Herr Professor IVestman kat mir freundlickst erlaubt Material

fiii diese Untersuckung in der geburtskilflicken Abteilung des

Krankenkauses zu sammeln. Hierfur sprecke ick meinen Dank

aus. Assistentartzte und Krankensckwestern in seiner Abtei-

lung danke ick fiir Hilfe mit den Proben, Dr. Med. E. Essbn-

Moller fiir statistische Ratsckliige.
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From the Department of Physiology, University of Lnnd.

The Liberation of Histamine from the Skin
during Anaphylactic Reaction

in the Guinea Pig.^

By

NILS EMMELIN, G. S. KAHLSON and KARIN LINDSTROM.

Evidence is accumulating which tends to prove that histamine

is liberated in anaphylactic reactions and that in guinea pigs

and dogs histamine plays a part in producing the symptoms of

shock. Manwabing, Hosepian, O’Neill and Moy (1925),

Dbagstedt and Gebauer-Fuelnegg (1932) demonstrated that

a substance with physiological properties similar to histamine

was liberated from the liver during anaphylactic shock in the dog.

Bartosch, Ebldberg and Nagel (1932, 1933), perfusing the iso-

lated limg of an anaphylactic guinea pig with Tyrode’s solution

showed that when the sensitizing antigen is added to the inflow-

ing solution a substance physiologically indistinguishable from

histamine leaves the Ixmgs.

In the present study the liberation of histamine from the skin

during anaphylactic reaction will be demonstrated.

Experimental.

Guinea pigs were sensitized to egg white or horse serum by

injecting these proteins subcutaneously. Egg white was injected

only once in a dose of 10 mg, horse serum on three subsequent

days in doses of 0.25, 0.50 and 0.75 cc respectively. 2—3 weeks

after the first injection paperthick plates of abdominal skin were

excised and immediately tied over a glass tube (6 X 30 mm).

The cut surface of the tissue was in contact with the Tyrode’s

' Received 8 March 1941.
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solution mtliin tlie tube (0.5 cc). This method ^nias originally used

by Eosenth^vl and Minarh (1939) in experiments on histamine

as the chemical mediator for cutaneous pain.

The diffusates were tested on an atropinized strip of guinea

pig’s small intestine, suspended in a 2 cc bath. Four sldn plates

were cut from each guinea pig, t-wo of them serving as controls.

The skin surface in contact with the Tyrode’s solution was washed
several times during 15 minutes. The diffusates contained only

just detectable amounts of histamine. Antigen was then added

to the T}T:ode’s solution in concentrations of 1 : 10* to 1 : 10«

for horse serum and 1 : 10« to 1 : 10^ for egg white. The solution

containing the sensitizing protein was left in contact with the

cut surface of the sldn during 10—^20 minutes. The diffusates

were then tested on the gut without subjecting the solutions to

any chemical treatment whatsoever. The results are given in

table 1.

Tal)lo 1.

1

Time between
first injection

and adding of

antigen. Days.

Concentration of
Duration
of action.

Minutes

Liberated histamine
in y

antigen in the tube
>Bhock>
sample

control

sample

1

1 20 horse scrum 1 : 2 • lO* 20 0060 0.016

2 23 » , 1 : 10* 15 0.129 0.027

3 29 » > 1:10* 15 0.019 0.018

4 19 > > 1 :
10*

» > 1:2-10*
» > 1 : 10*

15 0.4G0

0.220

O.OOO

O.ooo

0 24 . > 1 :
10* 10 O.OGO 0.018

6 31 » . 1:10* 20 O.ooo O.ooo

7 22 egg white 1:10*
> >1:10*

15 0.080

0.060
0.020

8 18 » . 1:10* 15 0.020 O.ooo

9 18 > 5 1 :
10*

» » 1 1 10*

» » 1 : 10’

15 0.026

0.040

0.026

0.026

10 38 , > 1:10* 15 0.008 O.008

11 17 > > 1:10*
> > 1:10*

20 0.080

0.086
0.015

Fig- 1 illustrates the action of the diffusate on the atropinized

guinea pig’s intestine. The identity of the active agent with

histamine is suggested by the following observations:
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1. The histamine-like activity of the diffusate is not reduced
by boiling during 30 minutes.

2. The histamine-like substance is destroyed on incubating
0.5 cc diffusate -ndth 0.1 mg histaminase powder during 24 hours
at 37° C and pH 7.0.

3. Thymoxyethyldiethylamine renders the guinea pig’s gut
insensitive to the active agent (Fig. 1). It is well estabhshed

3

2

r

Fig. 1.

Piece of guinea pig’s small intestine suspended in 2 cc TjTode’s solution con-

taining atropine sulphate 1:2. 10’.

1) 0.2 cc diffusate from control specimen.

2) 0.01 T histaminebasc (Hi).

3) 0.2 cc diffusate after addition of antigen ( "shock fluid”).

4) 0.01 1 Hi.

5) 0.15 cc “shock fluid”.

G) 1 Y thymoxj'ethyldicthylamine.

7) 0.2 cc “shock fluid”.

8) 0.04 Y Hi.

9) 0.2 cc “shook fluid” after 10 minutes’ washing with Tyrode.

10) 0.01 Y Hi.

11) 0.4 cc diffusate from control.

12) 0.005 Y Hi.

that this phenol ether specifically abolishes the effects of histamine

on smooth muscle (Bovet and Staub 1937, Staub 1939, Rosen-

thal and Minard 1939).

Antigen, acting on skin plates from nonsensitized guinea pigs,

did not promote the liberation of histamine into the diffusion

fluid. Proofs of the anaphylactic state of the animals from which

skin plates were excised were secured by adding the antigen to

siolated strips of small intestine from the sensitized animals;

the gut contracted in the typical manner described by Schultz

(1910) and Dale (1913).
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Sucli skin plates from the abdominal region as used in these

experiments yielded approximately 0.3—^0.4 y bistaminebase per

gram of tissue weight when determined by Code's modification

(1937) of the Barsorum-Gaddum method. The weight of the

individual skin plates was 0.15—^0.25 gram. It will be seen from

table 1 that during 10—20 minutes of anaphylactic reaction

most of the histamine normally contained in the skin is liberated

into the surrounding fluid. It is further to be noted that the libera-

Fig. 2.

Registration of bronchiolar tone in guinea pig (urethane narcosis). Histamine

injected intravenously, at A 0.2 y> at B 3 T* Time in minutes.

tion of histamine is not promoted if antigen is added at a period

when the sensitized state is over (nrs. 6 and 10).

Using the method of Konzett and Rossler (1940) we find

that in most guinea pigs, sensitized or nonsensitized, a very

strong oronchoconstriction is caused by intravenous injection

of 5—^10 y bistaminebase; a just demonstrable bronchoconstriction

is obtained already after 0.1—^0.2 y (fig. 2).

ConiHieiit.

The liberation of histamine from the guinea pig s skin during

anaphylactic reaction progresses very quickly. This fact may

account for the rapid onset of anaphylactic shock symptoms in

6—iil475. Acta phya. Scandinav. Vol.II.
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the guinea pig. The total amount of histamine liberated from the

skin during anaphylactic shock would cause a severe broncho-

constriction if injected into a guinea pig.
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Aus dem Physiologischen und dem Pathologischen Institut
der Univorsitiit Lund. Schwedeu.

Weitere Untersuclniiigen iiber die Earl)-

iiidikatorinethodc als Fuiiktioiisprolbe der Blut-

liiriiscliraiike (BHS) iin Tierexi)eriineiit.i

Von

TORE BROHAN.

In einer fruheren .tVrbeit (1938) habe ich iiber die Farbiudikator-

methode fiir Untersuchungen etwaiger Schaden der Blutbirn-

scbranken-(BHS)-Funktion berichtet. Dutch eine weitere Be-

arbeitung dieser Probleme kounten u. a. Beweise fiir die Existenz

der BHS erbracht werden. Diese isfc als ein Permeationshindernis,

das eineu Zusammenhang nut den Wiindeu der Gefasse des ZNS
hat, aufzufassen, Andere Erklarungsversuche ()>die Theorie vom
Jlangel an Affinitiit*, Ddie Abbau-Theorie<( und )>die Theorie, die

den spezifischen Schrankeneffekt an die einzelnen Nerven- und

Gliazellmembranen verlegt«) warden widerlegt (1940). Von In-

teresse fiir die Farbindikatormethode scheinen mir einige neue

Beobachtungen, und ich will deshalb im Folgenden meine friihere

Darstellung dieser Methode ergiinzen, indem ich mich jetzt auf

das Ergebnis von mehreren Hunderten von Tierexperimenten

stiitzen kann.

Mit dieser Methode kdnnen gewisse Permeabihtatsschadigungen

der Gefasse des ZNS entdeckt werden. Der Gang der Untersuchung

ist in der Hauptsache folgender;

1) Ein Farbstoff, der unter normalen Bedingungen die BHS
nicht passieren kann, wird paraneural injiziert (= ausserhalb des

ZNS, z. B. intravenos oder subcutan).

2) Danach. wird das Tier getotet. Die zerebralen Gefassbahnen

werden dann sorgfaltig reingespiilt bis der farbstoffhaltige Blut-

inhalt entfernt ist, and das Praparat fixiert werden kann.

^ Eingegangen am 8. Mirz 1941.
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3) Makroskopisclie Untersuchung des Praparats. Piir die

mikroskopisclie Untersuchung werden innerhalb kurzer Zeit

Gefrierschnitte (c:a 200 jx) angefertigt.

Als Erganzung hierzu kann eine Untersuchung der Piagefasse

in vivo vorgenommen werden. Es hat sich niimlich gezeigt, dass

sich die Piagefasse im Gegensatz zu den Plexusgefassen in Bezug
auf die Permeabilitat genau so verhalten wie die intrazerebrospi-

nalen Gefasse (Bkoman 1940). Nach intravenoser Farbstoffzufuhr

sieht man dann, wie der Earbstoff normalerweise intravasal bleibt,

ohne dass auch nur die Gefasswande selbst im geringsten gefarbt

werden, wahrend die Gefasse und die Grundsubstanz der Dura
eine ausgesprochene Farbung annehmen. 1st jedoch ein Gefass-

schaden vorhanden, so kann man direkt beobachten, wie sich

die Wiinde der geschadigten Piagefasse zunehmend farben. Dabei

werden einzelne Gefiisswandzellen intensiv gefarbt, und es kommt
allmahlich auch zu einer Farbung der Umgebung.
Die Untersuchung der Piagefasse in vivo ist aus zwei Griinden

von Bedeutung. Sie zeigt niimlich einwandfrei, dass die Farb-

stoffpassage innerhalb geschadigter Gefassgebiete ein vitaler Vor-

gang ist. Ausserdem ermoglicht sie eine genauere Untersuchung der

Zirkulationsstorung, die den Permeabilitatsschaden hervorruft oder

die mit ihm zusammenhangt. Hierdurch wird eine wichtige Kon-

trolle der Ergebnisse postmortaler, histologischer Untersuchungen

gewonnen.^

Der Farbstoffiudikator.

Seit langem sind die meisten Untersuchimgen iiber die BHS
mit dem sauren, semikolloidalen Farbstoff, Trypanblau, aus-

fiihrt worden. Jedoch warden auch andere saure Farbstoffe,

wie das mehr feindispere Bromphenolblau (Skoog, 1937) benutzt.

Die blaue Farbe ist schon deshalb geeignet, weil sie auch bei

schwacher Konzentration deutlich hervortritt. Ich habe fiir meine

Versuche beide Farbstoffe benutzt und will kurz Einiges iiber

ihre Vor- bzw Nachteile und Wirkungen bei den verschiedenen

Laboratoriumstieren mitteilen. Fiir Einzelheiten uber die Her-

stellung der Farbstofflosungen und Injektionsdosen mochte ich

auf meine friihere Veroffentlichung verweisen. Hier soil nur das

grundsatzlich Wichtige angegeben werden.

^ tJber mit dieser Methode ausgefuhrte Untersuchungen peripherer Zirkula-

tionsstorungen des ZNS wurde in einer friiheren Arbeit berichtet (1940).
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1) Verauehe mit Trypanblau.

Herstelhuuj der Losung: Das Tr}-panblaii wird zu 1 % in warmeu
Aqua dost, gelost- (ziemlich haltbare Losung). Die Tyrodestamm-
losuugen worden etwa cine Stimde vor dem Gebrauch zugesetzt. Die
FiiUungen werdeu kurz vor der Injektion abiiltriert, und die Losung
auf Kdrpertemperatur erwarmt. Ausserdem babe icb das Trypanblau
aucb direkt in physiologischer Kochsaklosung unter Erhitzung gelost.

Nacb der Abkiihlung, unmitteibar vor der Injektion wurde ebenfalls

liltriert und wieder auf Kbrpectemperatur erwarmt. Beide Losungen
waren also mit Tt^-panblau gesattigt. Einen Unterscbied des Effekts

der beiden Losungen babe icb nicbt feststellen konnen.
Dosicntng: Fiir die intravenbse Injektion erwies sich meist eine Menge

von 20—30 cciu Farbstofflbsung pro kg Korpergewicbt als geeignet.

Die Injektionsdauer war verschieden, von 5 IMinuten bis zu mehr als

1 Stunde, in der Regel aber 15 bis 15 Minuten. Zur subcutanen Injektion

bei Ileerscbweincbeu (-100—bOO g) beuutzte icb 20—30 com der Farb-

stofflosung, die mindestens zwei Stunden vor der Totung des Tieres

verabfolgt wurden (am besten in wiederholten Injektionen in I—12

Stundeu Abstand).

Die Dosieruug wurde .so gewahlt, dass man in einer e\'tL gescbadigten

Region des ZNS eine deutliche Fiirbung erbiilt. Da das Trypanblau

die BHS nicbt einrnal bei stiirkster Konzentration passiert, kann das

Resultat durcb eine Dbecdosierung nicbt getriibt werden. Wird eine

zu grosse Farbstoffmengc zugefiibrt, so kann zwar der Farbstoff das

Tier toten, aber zu einer Passage des Farbstofies in ungeschadigte

Teile des ZNS komrat es niemals (gerade dieses Verbalten kann

sogar als Kontrollo benutzt werden).

Toxische Wirkiuujen des Farbsloffes: Die Farbstofflosung beein-

flusst sowobl den Ivreislauf wie die Atmung des Meerschweincbens,

trotzdem sie keine mikroskopisch sichtbaren Partilceln entbalt.

Schon nacb einer intravenosen Injektion von 1—

2

ccm sinkt der

BlutdrucJc erbeblicb, und die Atmung wird nacb einer voriiber-

gebenden Frequenzsteigerung haufig langsam und unregelmassig,

Oder hdrt uberhaupt auf. Die Spontanatmung setzt oft nacb

einiger Zeit wieder ein, mancbmal ist es jedocb notwendig, den

ganzen weiteren Versuch mit kiinstlicber Atmung auszuiiibren.

Da der arterielle Blutdruck sinkt. obne dass der venose eine

wesentlicbe Verauderung zeigt, kann angenommen werden, dass

die Blutdrucksenkung auf eine Sobwiicbung des Gefasstonus und

nicbt des Herzens beruht (siehe Kurven in meiner friiberen Vei-

offentlicbnng, 1939).

Die Blutdrucksenkung kann bewirken, dass in Gebieten, wo

vorber eine Pxastase vorbanden war, eine vollige Stase auftritt,

6t

—

ill 'ns . Acta phys . Scandinav . Vol, II .
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WO vorher eine relativ normale Zirkulation vorhanden war
konnte eine Prastase.sich entwickeln. 1st nun die Schadigung der
Permeabilitat in irgend einer Wcise dutch, den prastatischen Zu-
stand bedingt, so kann der Parbstoff an Orten auftreten, wo
primar keine Pernaeabilitatsschadigung vorhanden war.

Wegen der blutdrucksenkenden Wirkung ist das Trypanblau
kein idealer Parbstoff fiir die Schrankenfunktionsprobe beim
Meerscliweinchen. Es gelingt zwar, wie ich fruher (1939) zeigen

konnte, den Blutdruck wiihrend der Farbstoffinjektion dutch
Einschaltung eines Druckkompensators in die Aorta auf einem
konstanten, und sogar holier als in der Norm liegenden Niveau
zu halten, aber hierdurcli wird der Einfluss des Parbstoffs auf

den Gefasstonus nicht verhindert, und man kann deshalb trotz

dieser Massnahme eine Anderung der Zirkulation des ZNS nicht

ausschliessen. Dazu kommt, dass die Tiere in dieser Versuchs-

anordnung nach ciniger Zeit eine Herzschwiiche bekommen,
ivahrscheinlich weil der Parbstoff allmahlich auch toxisch auf

das Herz wirkt. Ich babe gefunden, dass es giinstiger ist, die

Blutdruclcsenkung dutch eine Adrenalindauerinfusion zu kom-

pensieren. Hierdutch gelingt es. die Tiere trotz hoher Farlistoff-

dosen mehr als eine Stuude lang am Lebcn zu erhalten, Unter

Einwirkung des Parbstoffs sind grosse Adrenalindosen erfor-

derlich um den Gefasstonus zu steigern, es Atrd etwa das 10-

fache der sonst iiblichen Dosis benbtigt (40—80 y pro kg Korper-

gevvicht und Minute). Die Empfinduchkeit fur Adrenalin nimrat

allmahlich ab, weshalb es nicht gelingt auf diese Weise fur langere

Zeit den Blutdruck auf exnem konstanten Niveau zu halten.

Am besten wiire es, wenn man das Trypanblau dutch irgend

einen andereu, sauren Vitalfarbstoff, der nicht blutdrucksenkend

wirkt, ersetzen konnte. Das Meerschweinchen scheint abor auch

auf andere saure Farbstoffe als das Trypanblau mit einer Blut-

drucksenkung zu reagieren — vgl. Bromphenolblau (siehe unten)

und den Effekt des Benzoechtrosa (Kaiilson und L.^ndby 1937).

Untersuchungen anderer Tiere, wie Kaninchen und Katzen, haben

jedoch gezeigt, dass das Trypanblau bei diesen im allgemeinen

nicht blutdrucksenkend wirkt. Deshalb sollten, wenn moglich,

Untersuchungen mit Trypanblau als Parbindikator bei BHS-

Schaden an diesen Tieren ausgefiihrt, oder wenigstens kontrolliert

werden. Bei derartigen Versuchen habe ich keine vresentlichen

storenden Nebenwirkungen feststellen kbnnen.
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2) Versuche mit Bromphenolblau.

Das Bromphenolblau iat ein saurer Farbstoff, der u. a. als

pH-Indikator beuutzt wird. Nacb einer von Gilding (1932) zu
einem anderen Zweck angegebenen Metbode kann man durcb
Zusatz von Natriumcblorid und Natronlange eine blutisotone und
-isobydriscbe 4 % Losung dieses Farbstoffes berstellen. Dieser

Losung bediente sicb Skoog (1937) statt der »klassiscben(( Trypan-

blaulosung bei Untersucbungen iiber Scbadigungen der BHS
des Meerscbweincbens durcb Injektion toxiscben Serums (Foess-

iiAN-Serum). Bei einer Nacbprufung dieses Farbstoffes als

Indikator fiir BHS-Scbaden erwies ea sicb mir als notwendig,

die Herstellung der Losung etwas zu andern, um sie frei von

mikioskopiscb siobtbaren Partikeln und blutisobydriscb zu macben
(Broman 1938). Icb will jedocb bier nicbt genauer auf die Zu-

sammensetzung der Losung und die Injektionsdosen eingeben,

da es sicb gezeigt bat, daas der Farbstoff ausser ebiigen praktiscben

Nacbteilen aucb scbadlicb auf die BHS-Funktion wirkt, und des-

balb ungeeignet als Farbindikator dieser Funktion ist.

ToziscJie Wirkungen des Farbstoffes: Das Brompbenolblau wirkt

beim Meerscbweincben ebenso auf den Blutdruck und die Atmung
wie das Trypanblau. Die Blutdrucksenkung und Atemstorungen

sind jedocb relativ kurzdauernd und nicbt so stark. Dies ist

aber der einzige Vorteil, den das Brompbenolblau vor dem Try-

panblau bat.

Aus einigen Untersucbungen scbeint bervorzugeben, dass fein-

disperse, saure Vitalfarbstoffe die BHS passieren (Spatz; 1933,

Broman, 1940). Im Vergleicb zum Trypanblau ist Brompbenol-

blau relativ feindispers, und es passiert die BHS scbon normaler-

weise, wenn aucb in sebr geringer Konzentration. Beim Versucb

mit Brompbenolblau pflegt man desbalb in den ungescbadigten

Bezirken des ZNS, vor allem in der Kinde, eine scbwacb blau-

bcbe Tonung zu finden, wabrend die gescbadigten Teile stark

blau gefarbt sind. Auffallender-weise nimmt die Farbung des ZNS
nicbt successiv zu, wenn die zugefubrte Farbstoffmenge vermebrt

wird, sondern es kann bei einigen Versucben plotzlicb zu einer

starken Farbstoffpassage kommen, trotzdem die Farbstoffmenge

nicbt grosser, oder sogar geringer war, als die, die in anderen

Versucben die scbwacbste Farbung des ZNS bervorgerufen batte.

tJbersteigt die Blutkonzentration einen bestimmten ScbweUen-

wert — wenn aucb nur wabrend sebr kurzer Zeit so scbemt



88 TORE BROJfAN.

der Furbstoff schiidlich auf die zerebnilen Gefasse aelbafc zu
wirken, sodass deren BHS-Funkfcion geschiidigt >vird, mid eiue
kriiftige Farbstoffpassage stattfinden karm. Dieses Resultafc erliiilt

inaa durch zu grosse oder y.ii schnell zugefiihrte 3Icngen>

Nach iutravondsor Farbstoffzufuhr werden danu auoli die un<'e-
schiidigteu Gobiete des ZNS deutlieh bluu gefiirbt, munchniul ebeaso
stark wie die gesehiidigten, und das Resultat kann nicht beurteiic
a-erden. Wird der Farbstoff intraarteriell, in eine der zuni Zerebruru
verlaufonden Arterien injiziert, so besteiit uusserdem die Gefahr, dass
es zu einer Farbstofipassage in dcin Verzu-eiginigsgebict, dicscr komnit
trotzdein kein primarer Scliaden des ZXS vorbanden war. Xacheinem
Vortrage Skoogs karn ioh (1938) falschlicherweise zu der .‘Vinahme,
du.ss er diesen Weg benutzt liat. Die Uuterseiiiedc der Farbstoff-
ausbrcitung zwischen .seiner iind nu-iner Re.sultate nach einer Scbii-

digung mit dem FoHS.SM.v.\'-Serum niu.-.sen desludb in anderer Weise
zu erkliiren seiu.

Wegen der Gefahr einer Oberdo.sierntig .sollie das Broinphenol-

blau nicht al.s Indikator tle.s BHS-Funktion bemitzt wcrden. Der

feiiulisper.se uud leiclitdiffusible Charakter de.s Broinphenolbiau

liisst es aussenlein fiir Versuche ungeeignet werden, bei denen

man die Furbstoffpassage im inikroskopischen Schnitt kon-

trolJierca will. Diese entfiirbeu sich niunlich .sehr schnell, noch

bevor sic ontwiissert wcrden kdnnen.

Das Vorgeiien nach dor Farhstoffiujektion.

Nach einer Zeit, in dor sich die sehrankenge-schudigte Region

de.s ZNS gefiirbt haben kann (10 Min.-l Sturule nach Begiim der

Farbstoffinjekton), wird das Tier getutet — z. B. durch Erdffnutig

des Thorax un<i Aufschneiden des Herzens. Danach werdea die

Gefas.se de.s Kopfes von der Aorta aus mit Tyrodelbsung dureh-

gespiilt und von ihrem blau gefilrbten Inhalt befreit. Dies gesciiieht

unter einem Druck, der ungefiihr dem normalen Blutdruck des

Tieres entsprichc. Durch die Aus.spulimg des Gefiissinhaltcs soli

eine postraortale Farbstoffdiffusion in das ZNS unmbglieh geraacht

wcrden. Nach diescr Reinigung wird das ZNS auf dem Gefiisswege

mit kouzentriertem Formol fi.vicrt. Fiir die Spulung und Fi.xierung

wurden in der Regel folgende Fliissigkeitsmengen benutzt:

* In nieiner friihercu Arbeit uber die Farbindikatorniuthode babe ich faLichlich

den Standpunkt vertreten, diiiSti die Farbstoffpa^sage bei dcnrrtigen Vewuchen

auf einer bei der injektion eiit.'itandeneii »lilutdriick.skrisc« beruhte. Spitere

Versuche, bei denen ira Ansciiluss an die Farbstoffinjektion experimentell erne

Steigerung des Arterien- und Venendruckes hervorgerufen wurde, haben gezcigt,

dass hierdurch die Farbstoffpiusauge nicht begunstigt wird.
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Meerschweinciien 50 com Tyxode, . . , 100 com Formol 40 %.
Kaninchen . . 100 » » . . . 150 » » »

Katze .... 200 » » . . . 200 » » )>

Die histologisclie Untersuchung wurde an ungefarbten, in

Canadabalsam eingedeckten Gefrierscbnitten vorgenommen, die

innerhalb ^/o Stunde nacb der Totung des Tieres fertig gestellt

waren. Naturlicb kann es innerbalb dieser Zeit zu einer geringen

Farbstoffdiffusion kommen, so dass das Bild demjenigen in vivo

nicbt genau enstpricht. Grossere Veranderungen als eine Ver-

breiterung der perivaskularen Farbzone um das permeabilitats-

gescbadigte Gefass scheinen aber im allgemeinen nicbt aufgetreten

zu sein. Entbalt ein Praparat trotz der postmortalen Ausspiilung

nocb blutbaltige (= nicbt volbg ausgespulte) Gefasse innerbalb

einer blau gefarbten Zone, so ist ein Fehler der Tecbnik anzu-

nebmen und der Versucb unbraucbbar.

Die Farbiiidikatorraetliode postiiiortal angewendet.

tlber Untersucbungen der iiberlebenden BHS und evtl. Scbadi-

gungen ibrer Funktion babe ich friiber bericbtet (1937, 1938).

Dabei konnte icb zeigen, dass das ZNS, ebenso iv-ie hei der Vital-

fdrbung des Tieres im ersten GoLDMANN'sc/ie?i. Versuch, ungefdrbt

bleibt, AVenn seine Gefasse nacb dem Tode mit einer blutisotonen

Farbstofflosung unter einem nicbt allzu boben Druck (ungefahr

dem Blutdruck entsprechend, oder etwas geringer) via Aorta

durcbgespiilt werden. Dabei ist zu beacbten, dass die Farbstoff-

losung nicbt mikroskopiscb sicbtbare Partikeln entbalt, oder

toxisch auf die uberlebenden Gefasse wirkt. Die zerebralen

Gefasse werden natiirbcb, wie im Vitalversucb spater reingespiilt.

Bei meinen Versuchen bediente ich micb in der Hegel 100—200 ccm

einer Trypanblaulosung in Gummityrode, die nacb der zur Vitalfarbung

angegebenen Methode hergestellt wurde (also einer gesattigten Trypan-

blaulosung in Gummityrode). Trotz der boben Konzentration, in der

das Trypanblau bier dem ZNS zugefiibrt wird, da die Losung obne mit

Blut verdunnt zu sein die Hkngefasse direkt durcbspult, war keine

Farbstoffpassage in die ungescbadigten Bezirke des ZNS zu beob-

acbten.

Aucb die Brompbenoiblaulosung wurde in dieser Weise gepriut.

Die fur die Yitalversucbe benutzte 4 %-ige Konzentration erwies ^cb

jedocb als zu stark und musste auf 0.2 % erniedrigt werden. l^rden

bobere Konzentrationen angewandt, so farbt sicb das ganze ZNS, wie

bei den Vitalversucben mit zu grossen Dosen oder zu rascber Injektion.
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Im allgemeinen geniigte eine postmortale Perfusion von 5—10
Minuten um eine pragnante und im grossen Ganzen selektive Farbung
einer z. B. toxisch oder embolisch scbrankengescbadigten Eeaion
liervorzurufen. Der Perfusionslosung wujde Gummi arabicum zugesetzt,
um einen kolloidosmotisciien Druck zu erzeugen, der die Entstebung
eines Hirnodems oder abnorm gesteigerter Liquorproduktion ver-
hindert. Bside Faktoren koimen namlicb eine so starke Druckerbo-
bung in der Scbadelboble erzeugen, dass die Hirngefasse komprimiert,
und die weitere Perfusion und besonders die Nacbspulung unmogbcb
gemacbt werden. Kurzdauernde Versucbe gelingen jedocb baufit^ aucb
mit Farbstofflosimgen obne Gummi arabicum.
Die Gefabr einer intrakraniellen Drucksteigerung ist natiirlicb bei

vorber trepanierten Tieren ausgescbaltet. Bei diesen kann man
makroskopiscb seben, wie sicb alle Organe— aucb das ZNS— wabrend
der Perfusion blau farben, wie aber die Farbe aus dem ungescbadigten
ZNS verscbwindet, sobald die Gefasse reingespiilt "werden und wie,

nur die iibrigen Gewebe blau bleiben. Mikroskopiscb befindet sicb

aucb die Farbe "wabrend der Durcbspiiiung intravasal, und zu einer Farb-
stoffpassage in das Gewebe kommt es nur bei Scbadigungen des ZNS.
Da die effektivsten Scbrankenlasionen bei meinen Versucben unter

den toxiscben Scbadigungen, vor allem durcb das FoRSSMAUscbe
Serum, zu finden 'waren, wurden die meisten postmortalen Unter-

sucbungen am Meerscbweincben ausgefiibrt, dessen Him bierbei

regionar gescbadigt war. Dabei konnte Folgendes beobacbtet werden:

Einige Zeit nacb dem Tode scbmllt die geschadigte Region an wie

bei einem lokalen Himodem (scbon intra vitam findet sicb bei einigen

Fallen ein lokales, geringes aber deutlicbes Hirnodem). Hierdurcb

werden die in diesem Gebiete befindlicben Gefasse komprimiert. Wabr-

scbeinlicb geben diese ausserdem ibren wasserigen Inbalt an das ge-

scbwollene Gewebe ab. Es entstebt eine vollstandige Stase, und eine

postmortale Perfusion ist unmoglicb. Wabrend man also bei einer

Perfusion innerbalb von 5—10 Minuten nacb dem Tode dasselbe

Resultat erbalt wie im Vitalversucb, d. b. eine ausgesprocbene Blau-

farbung der gesamten gescbadigten Region des ZNS, findet man bei

einer Perfusion 15—20 Minuten nacb dem Tode, dass die gescbadigte

Region zentral farblos und unfisiert bleibt und blutkorpercbenbaltige

nicbt ausgespiilte Gefasse entbalt, und dass es nur in der Peripherie

des gescbadigten Gebietes zu einer Farbstoffpassage gekommen ist.

Wbd die Perfusion erst imgefabr eine balbe Stunde nacb dem Tode

ausgefubrt, so erbalt man fast iiberbaupt keine Farbstoffpassage,

aber ein Odem des ganzen gescbadigten Bezirkes (mit blutkorperchen-

baltigen Gefassen und feblender Fmenmg). Nacb nocb langerer Zeit

als Y2 Stxmde ist die Perfusion aucb innerbalb der intakten Gebiete des

ZNS erscbwert, und man kann vereinzelt undeutbcbe Farbstoffpassagen

bei Gefassen des vorber ungescbadigten ZNS beobacbten. Eine deutbcbe

Farbstoffpassage tritt jedocb niemals unter postmortalen Bedingungen

innerbalb ungescbadigter Bezirke des ZNS auf. Dies berubt offenbar

darauf, dass eine Perfusion iiberbaupt unmogbcb wbd, wenn die post-

mortalen Veranderungen geniigend ausgepragt sind.



From the Physiological and Pharmacological Departments
of the Caroline Institute, Stockholm.

Baroceptire Impulses in the Carotid Sinus and

Their Relation to the Pressure Reflex.^

By

U. S. V. EULER, G. LILJESTRAND and Y. ZOTTERMAN.

(With 5 tlgurcs in the text.)

The electroneurogram of the carotid sinus nerve of the cat

generally exhibits two more or less distinct kinds of impulses

during spontaneous respiration, viz. groups of large spikes at each

systole and smaller continuous impulses between these groups.

It has been generally assumed that the reflex lowering of the

systemic blood pressure elicited by stimulation of the pressor

receptors is due to impulses of the former kind, whereas the small

impulses convey chemical stimuli (Bronk and Stella, 1932,

Heymaxs and Eijlant, 1933, Bogue and Stella, 1934, Zotter-

MAX, 1935). Though there is no doubt that these big axone spikes

are derived from stimulation of pressure receptors, since their

frequency is closely related to the intra-carotid pressure, no

definite proof has been given that they are alone responsible

for the reflex effect on the general blood pressure. Certain ob-

servations with regard to the behaviour of the axone spikes in

relation to the blood pressure and to the effect of certain drugs

led us to question this assumption.

Evidence has been produced to show that the fibres conveying

chemical impulses in the sinus nerve with a reflex action on respira-

tion have a synaptic transmission within the sinus region, pre-

sumably in the carotid body (Euler, Liljestraxd and Zotter-

JiAX, 1939, 1941). This conception is chiefly based on the facfthat

^ Received 28 December 19-10.
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—

ilPiUo. Acta phys. Scandinav. Vol.II.
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Die postmortale Untersuchungsmethode ist tlieoretiscli von
besonderem Interesse — vgl. Beweise der Existens einer BHS
(BromaJv, 1940). Abet aucb fiir andere Fragestellungen kaun sie

von Bedeutung werden. So hat sich gezeigt, dass die Hirngefasse

postmortal mit dem FoRSSMAKschen Serum geschadigt werden
konnen, vrenn das Tier mit Meerschweinchenblut perfundiert wird,

nicht aber, vrenn man statt dessen Tyrode benutzt. Die Methode
kann vielleicht auch praktische Bedeutung gewinnen, da sie die

Dntersuchung menschlichen Materials ermbglicht. Wild namlich

die Obduktion schnell genug nach dem Tode ausgefuhrt, so kann
ein evtl. BHS-Schaden durch Perfusion des Gehirns mit einer

Farbstofflosung nachgewiesen vrerden. Leider babe ich, -wegen der

Schwierigkeit, menschliches Material so schnell nach dem Tode
zu erhalten, noch keine derartige Untersuchung ausfiihren konnen.

Summary.

Farther Investigations on. the Colour Indicator Method
as a Functional Test in Animal Experiments

on the Blood-Brain-Barrier.

The present vork is a supplementary continuation of a previously

published paper )>t}ber die Farbindikatormethode als tierexperi-

mentelle Funktionsprobe des Bluthirnschrankensystems»> (Broman",

1938). The method described is intended to show by means of

animal experiments the impairment of the function of permeability

occurring in the cerebral vessels. This function of permeability is

characterised by a barrier effect — the so-called blood-brain-

barrier — an obstacle to the passage of certain crystalloids from

the blood into the CNS, most easily discernible with the aid of

acid, subcoUoidal vital stains, such as trypan blue. It has already

been shown (Brojian, 1940) that this barrier effect is to be ascribed

to the cerebral vessels themselves and is not due to other circum-

stances.

The principle of the method is briefly:

1) A sufficient quantity of the dye (trypan blue) is injected

into the blood stream and is allowed to act for a sufficiently

long period.

2) The animal is killed and all stained blood is carefully washed

out of the cranial vascular channel before fixation.

3) After fixation, thick, frozen sections are quickly cut for

microscopic examination.
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This method of examination may be conveniently supplemented
by examinations of the pial vessels in vivo, for as far as permcabihty
is concerned these vessels behave in the same manner as the

intracerebrospinal vessels (Broman, 1940).

Undamaged vessels remain completely uncoloured (provided

the contents of the vessels have been thoroughly washed out),

as also the surrounding nervous tissue.

Certain dyes appear to be unsuitable for use in these examina-

tions owing to their having a toxic effect on the cerebral vessels

themselves (e. g. bromphenol blue). Guinea-pigs react with a

certain vascular and respiratory paralysis, and are therefore less

suitable as experimental animals in these tests. It is therefore

better to use rabbits and cats.

The effect of the blood-brain-barricr is also demonstrable in a

newly killed animal in the form of a surviving vascular function.

This makes it possible to carry out examinations of any possible

impairment of the permeability of the cerebrospinal vessels by

means of a perfusion of dye performed shortly after death.
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From the Neurophysiological Laboratory, The Caroline Institute,

Stockholm.

Isolation of Colour-SeiisitiTc Elements
in a Manimalian Retina."

By

RAGNAR QRANIT.

Since the days of Schultze’s classical work (1866) the rat’s

eye has been known to contain chiefly rods and a limited number
of cones. From later contributions to this question based on diffe-

rences between rod and cone nuclei it appears that the rods may
outnumber the cones in a relation of 99; 1 (Menner, 1928).

Very accurate figures cannot be obtained, probably because the

cones themselves are very small and for this reason apt to be over-

looked. But Walls (1934:) has shown very definitely that there

are cones in the rat’s eye.

Nevertheless I was surprised to discover in this retina an easily

demonstrable “red” receptor coupled with a "green” one. To-

gether they gave a spectral distribution curve of sensitivity which

probably illustrates elementary principles of colour reception in

a retina built less for this purpose than in order to integrate the

weak stimuli of dusk and night vision. From many points of view

the simple structure of this system offers analytical advantages.

The results have been obtained with the microelectrode technique

applied in the manner described by Granit and Svaetiohin

(1939).

Technique and Procedure.

The physical equipment, consisting of micro-electrode, amplifier,

cathode ray oscillograph, spectrum controlled with respect to

energy, and wedge of known transmission in the different wave-

’ Received 25 February 1941.
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lengths in order to reduce the energy of the stimulus, has been
described in detail elsewhere (Granit and Svaetichin, 1939

)

together with other aspects of the technique. Suffice it to men-
tion that spikes of activity in response to onset or cessation of
illumination are recorded photographically and listened to in a
loudspeaker. The amount of energy for a threshold effect or for
cessation of "flicker” of an intermittent stimulus is determined
under repeated checking of the level of sensitivity of the prepara-
tion. Depending upon the nature of the experiment this is done
either by running a regularly returning calibration wave-length
and interpolating with reference to this calibration or else by
light-adapting the preparation and following the recovery (dark

adaptation) curves for a number of wave-lengths from which
visibility curves then can be constructed.

The rats (all albinos) are anaesthetized with chloralose-urethane

or urethane alone and tracheotomized. Some 10 animals received

dial. Before this they have been in the dark for not less than two

hours. The cornea is cut away in red light and, when afterwards

the lens is gently pressed out from the bulb, there follows with it

the greater part of the vitreous body. The eye gradually fills

itself with a serous fluid containing more or less blood but prob-

ably never quite free from traces of blood.

Sources of Error.

As soon as the micro-electrode, inserted under a binocular

preparation microscope, touches the retina, spontaneous firing

is heard in the loudspeaker. The animals anaesthetized with dial

were particularly prone to give a resting discharge of trouble-

some magnitude, interfering with the measurements. The reason

for this almost certainly was disturbed breathing. Indeed, the

retina could serve as a model of how a respiratory centre reacts

to carbon dioxide. Dyspnoe is accompanied by a heavy sponta-

neous discharge, and, if the rat dies during the experiment, there

is a roar of impulses from the loudspeaker, before complete si-

lence signals cessation of function. Some of them may be extra-

retinal spikes. The retina is very sensitive to the oxygen supply

and becomes silent long before the animal can be said to be dead.

Increased secretion in the respiratory ducts or changes in the rate

or efficiency of the respiratory mechanism for other reasons are

immediately mirrored in the general level of sensitivity of the
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preparation. It is important therefore to be on one's guard with
respect to such sources of error and repeatedly to insert the refe-

rence w'ave-lengtb as a check on the stability of the experimental

conditions.

There is also a normal rotation of activity (Gbanit and Svae-
TiCHix, 1939, GraivIT, 1941) to be kept in check by similar

means. Extra-retinal spikes are often noted but with some experi-

ence they can be recognized and, in most cases, even avoided.

Quite good and stable preparations are obtained from time to

time, though relatively rarely animals lacking spontaneous

discharge. If a silent spot is found in a normally active retina,

it either begins to fire later in the experiment or else there are

other spots in the same eye which discharge spontaneously. The
threshold in most experiments has therefore been a just per-

ceptible acceleration of an already present discharge. By run-

ning the grid of the loudspeaker valve at the bend of its charac-

teristic curve the baseline noise is reduced to subthreshold in-

tensity and the much larger spikes are thus sharpened by con-

trast to enable precise determination of the threshold.

Results.

Types of Discharge.

"We owe to Hartlike (1938) the first description of the different

types of discharge obtained from single fibres, in his case from

the frog’s optic nerve. These types of discharge can all be seen

also with the micro-electrode technique, and all of them I have

actually seen in the rat’s eye. Thus in fig. 2 there is an element

which merely reacts with an off-effect, each time inhibited by

re-illumination. Eig. 1 illustrates an "on”-“off” element having

a slow spontaneous discharge which is accelerated at “on” or

“off”. The same element is responding to intermittent hght in

the lower curve. Re-illumination promptly inhibited the off-

discharge. The response of the large active unit of fig. 3 is a pure

“on”-discharge stopping at cessation of iUuminatipn hut spon-

taneously firing in the intervals between the periods 'of illumina-

tion.

Einally there is the very interesting type of discharge illustrated

in fig. 4, the two upper curves being from the eye of a white mouse.

This is a very slowly adapting receptor reacting all the time during
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Fig. 1. Above: Single unit of rat’s eye reacting to onset and cessation of illumina-

tion vrith rapid acceleration of spontaneous discharge. In the lower curve the same

unit responds to “flicker’’. Light signal uppermost in all records. Immediately

below it time in 1/50 sec. in this and aU records. Below: Distribution of

sensitivity to spectral light of the isolated imit illustrated above. The index

was cessation of “flicker”. The broken lines are tracing Lythgoe’s (1937) ab-

sorption curve for visual purple.

illumination and foUo'wed at “off” by a silent period after wbicb

there is a gradually subsiding after-discharge. This type of firing

is known from other sense organs. But it is a particularly interest-

ing member of the retinal family of typical responses on account

of the fact, shown in the same figure, that the after-discharge

could not be inhibited by re-illumination. On-off-responses as
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Pig. 2. A unit reaction merely to cessation of illumination and inhibited by
re-illumination, •which follows after an interval, shortening from above downwards.
Its higli threshold necessitated use of the microscope lamp (2.400 m. c.). No

spontaneous discharge.
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Pig. 3. Some spontaneous discharge preceding and following the activity of units

merely reacting to the onset of illumination and lacking a definite after-discharge.

The lower curve follows in direct continuation of the upper one and shows cessation

of illumination.

well as pure off-responses are in my experience always coupled

witli complete inhibition upon re-illumination. For this reason

it would seem natural to reserve the term “off-effect” for the type

of discharge that is greatly accelerated at cessation of illumination

and promptly inhibited by re-illumination. The term after-

discharge” should be used for the impulses following cessation of

illumination with or without a silent period.

In the optic nerve of the horse-shoe crab {I/itnulus) Hart-

line and Graham (1932) first found an element reacting with a
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Fig. 4. Curves 1 and 2 refer to the retina of a -white mouse and stimulation with
the microscope lamp (2.‘100 m. c.). No spontaneous rh3'thm but a long after-
discharge which is not inhibited b^’ re-illumination {curve 2). Curve 3 illustrates a

similar t3’-po of respoase from the retina of a rat.

rapid initial discharge followed by a silent period after which

the discharge was resumed at a slower rate during illumination.

This type of response I have also seen in the rat’s eye.

I have not made any systematic observations on the relative

distribution of the frequency with w’hich the different t}q)e3

occur. But a comparison with the results obtained during long

experience with the frog’s mixed retina leads to the general

conclusion that elements reacting during illumination are less

common in the frog’s eye where the great majority of types merely

respond at the onset and (or) cessation of illumination. I have

never seen an element with a non-inhibitable after-discharge pre-

ceded by a silent period (fig. 4) until this work with mammals

was taken up. They must therefore be rare in the frog’s retina

Pure off-elements, on the other hand, are far more common in

frogs than in rats.

These observations may account for the fact that the frog has

an I-retina and the rat an E-retina, distinguished by criteria

which have been enumerated elsewhere (Gbanit, 1935, 1938,

Charpentier, 1936), Thus the E-retinae have a smaller off-

effect in their electroretinograms than the I-retinae and this

may signify a lesser degree of utilization of inhibition, as already

suggested at that time (1935). But, despite this, the E-retinae

may have a considerable after-discharge, simulating an off-

effect (in the stricter sense of the term) in the discharge from

whole nerve-
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Fig. 5. Curves illustrating the average distribution of sensitivity to spectral

light of 10 rats (81 averaged observations from individual experiments, based on in

all 152 observations). To (he left: Equal energy spectrum and curves drawn through
the averaged data. To the right: The smoothed curve lacking the hump (left)

replottcd on the basis of an equal quantum intensity spectrum to be compared
with Lythgoe’s (1937) absorption curve for visual purple (broken lines). Below

is plotted the difference between the two upper curves.

Distribution of Sensitivity to Monochromatic Light in Relation
to the Absorption Curve for Visual Purple.

Graham and Riggs (1935) carried out some experiments with

the electroretinogram as index of sensitivity which led to the

conclusion that the sensitivity to monochromatic light could he

explained by assuming it to be determined by visual purple.

Rig. 1 illustrates a single experiment, carried out with the on-

off-element reproduced above the visibility curve, in which the

values show good agreement with Lythgoe’s (1937) absorption

curve for visual purple, drawn in broken lines in the same figure.

A correction from equal energy to equal quantum intensity

(Dartnall and Goodeve, 1937) would have shifted the visibility

curve a little towards the short wave-lengths.

Such results are obtained but I would not dare to state that

they represent the most common finding. If the observations

from 10 animals are averaged the curve to the left in fig. 5 is

the result. It has seemed natural to split the values in the red

end into two groups because there is often in the individual

curves a hump around 0.600 fx. In their present form the curves

therefore illustrate the two alternatives obtained in the individual

experiments.
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To tte right in fig. 5 is shown a comparison with Lythgoe’s
(1937) absorption curve for visual purple. My averaged data are
here corrected for equal quantum intensity. The two curves
differ in a systematic fashion. Below is plotted their difference in
the regions where it must have some significance, a low hump in
the greenish-yellow and a second increase towards the violet.

These two difference curves correspond very well with rises in

the absorption spectrum of a mixture of haemoglobin and oxyhae-
moglobin. Considering that traces of blood hardly can be com-
pletely avoided and always were noted, the assumption that the

visibility curves have been modified by a thin haemoglobm-
oxyhaemoglobin filter is more than probable.

Analysis of the Properties of the Light-Adapted Eye.

In order to obtain further information about the "red^' element

an animal with the micro-electrode inserted is light-adapted to the

lamp built into the microscope (Zeiss model) which represents

about 2.400 m. c. This, of course, is a strong light for an opened,

pigmentless eye. After 10 min. of h'ght-adaptation the recovery

of sensitmty (dark-adaptation) to the wave-lengths shown against

the recovery curv’cs of fig. G (left part) is studied with brief expo-

sures at intervals of 15 sec. Two casual observations with wave-

length 0.475 /i are perhaps not very reliable. But the rest of the

data follow consistent curves. The long wave-lengths are relatively

more resistant to light-adaptation and their recovery curves are

all of the same type. The curve for 0.500 /f (maximum for visual

purple) has a second rising phase which sets in when an asymptote

or perhaps even a fall has been reached by the responses to the

long wave-lengths.

Prom these curves the moment 30 min., at the broken vertical

line, is selected for the plotting of the distribution of sensitivity

in per cent of the maximum just before the fast rise of the curve

for wave-length 0.500 begins. This curve is shown to the right

in fig. 6 where it is compared with the visibility curve befare

adaptation to 2.400 m. c. The large increase in the red is stribng.

The distribution of sensitivity of a light-adapted eye is also illus-

trated in fig. 7 with a greater number of points in the red. The

sharp and narrow curve with a maximum in 0.600 ^ is rnerely

the "red" receptor alone, given in per cent of its own maximum

instead of in per cent of the maximum at 0.500 fi. During the
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a series of substances, known to exert a typical action on inter-

neuronal transmission processes, sucb as nicotine, lobeline,

acetylcholine and potassium ions, stimulate the respiration

reflexly from the carotid body. Thus acetylcholine is active in

a few micrograms locally on the atropinized animaTs sinus region,

and no such actions on sensory receptors are known for this

substance. In addition, higher concentrations of nicotine, lobeline

and potassium ions suppress all the chemical impulses elicited by
carbon dioxide or oxygen want and also inhibit the respiratory

reflexes originating from the sinus region. During these experi-

ments we also noticed that the blood pressure reactions changed

their character and finally disappeared, as a resrdt of the action

of nicotine and other substances belonging to this group. Similar

observations have been reported by Tourn^ide and Malm^jac

(1930) and recently by Pr Suner and Domenech-Alsina (1938)

for the carotid sinus. The last-mentioned authors found that the

sinus pressure reflexes may be suppressed by local application

of nicotine in sufficient concentrations. They suggest that nicotine

paralyses the barosensitive receptors. It seemed to us of interest

to study the reactions of the baroceptors against the backgroimd

of the evidence brought forward for a synaptic transmission of

the chemical impulses.

Methods.

All the experiments were performed on cats, anaesthetized

with ohloralose (0.07 g/kg intravenously). Blood pressure was

recorded from the femoral artery by means of an elastic or mercury

manometer. Heparine was used as an anticoagulant. The drugs

were administered either by intravenous injections through the

femoral vein or locally through a cannula inserted in the external

carotid or by applying cotton wool pads soaked in solutions of

the drugs on the sinus region.

In the sinus perfusion experiments the same technique was

employed as that described by Euler and Liljestrand (1937).

The elotroneurograms of the sinus nerve were recorded accord-

ing to the methods described in previous papers (see Euler,

Liljestrand and Zotterman, 1939).
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Fig. 6. To the U/t: Ktcovery curves for tho wave-lengths indicated showing the
return of eensitivity {inverse value of energy) against time, after cessation of 10
min. of light-adaptation to 2.100 in. c. To the right: Distribution of sensitivity to
spectral light; O before, and © after light-adaptation at the moment marked to

the left by tho vertical line through tho recovery curves.

Fig- 7. Distribution of sensitivity to tho equal energy spectrum after some

adaptation to 2.100 m, c.: O in per cent of tho maximum; C in per cent of tho

maximum for the isolated "red” element.



102 RAGNAR QRANIT.

Fig. 8. To the left: Visibility curves of aa active unit. 1 dark-adaptation, 2
immediately after light-adaptation, 3 somewhat later when the “green” sub-
stance is well above the threshold of the monochromator. To the right: The same
curves similarly labelled corrected for an equal quantum intensity speetrum and

compared with 4, the absorption curve for visual purple.

time devoted to following the recovery curves the sensitmty of

the retina never returns to values near the maximal sensitivity

at the beginning of the experiment, and, roughly, the level of

sensitivity is about a 1 000 times below that of the completely

dark-adapted animal.

Quite often it is impossible after light-adaptation to record

anything but the narrow and jjrecise “red” curve together with

the top of the “green” one, because there is not enough energy

in the monochromator to enable the intermediate low values to

be measured. With some animals the red end may be seen in the

isolated state. The reason for this also is that during light-adapta-

tion the “green” substance becomes so insensitive that the energy

of the monochromator does not suffice to elicit a “green” response.

But the latter always returns during the early phase of dark-

adaptation. And it always returns along a two-step curve.

The experiment of fig. 8 (left part) was of particular interest

because to all appearance the same unit was followed all the time

and complete curves were obtained for both the dark- and the

light-adapted states. Despite 30 hours of previous dark-adapta-

tion of the rat this unit gave the hump in the red abeady from the

beginning (curve 1). The “green” curve was unusually narrow.

After light-adaptation responses were first obtained only from the



ISOLATION OF COLOUR-SENSITIVE ELEMENTS. 103

xed end. The rest of the spectrum was subthreshold. Thus,
without further difficulties, the “red” substance was obtained in

the isolated state (curve 2). Then the “green” substance gradually
rose above the threshold, as shown by the revovery curves fox the
wave-lengths 0.600 and 0.500 in fig. 9, referring to the same
experiment. A certain later stage in this recovery process is shown
by curve 3 of fig. 8 (left). It is the moment when the “red” is

about 50 % of the “green”.

The characteristic and regularly recurring properties of the

“red” substance are thus: (i) maximum around 0.600 /z, (ii)

steep descent of the visibility curve towards either side, partic-

ularly towards the yellow and (iii) the important fact- that it

always appears coupled with the “green” substance and (iv) that

it is more resistant to light-adaptation than the latter. At the

moment it also seems probable that (v) the “red” and “green”

receptors are coupled to the same final common path. To this

question I shall return below.

To the right in fig. 8 some of the curves of the left half are

plotted after having been corrected for equal quantum intensity.

Lythgoe's absorption curve for visual purple is inserted for com-

parison. The “green” curve is narrow already in the dark-adapted

state and becomes still narrower after light-adaptation. There is no

definite reason to assume that the haemoglobin-oxyhaemoglobin

filter had become increased in thiclmess during Kght-adaptation.

Is the “Green” Substance Identical with Visual Purple?

As is well known visual purple changes a great deal in concentra-

tion with state of adaptation, and this process has recently been

followed quantitatively by Zewi (1939). How this factor affects

the visibility curves in my experiments depends upon the un-

known concentration in the living retina but also upon its maimer

of distribution. If the outer limbs of the rods could be treated as

a model absorption trough, then a decrease in the concentration,

owing to light-adaptation, would lead to a decrease in the width

of the curves. But Lythgoe (Bayliss, Lythgoe and Tansley,

1936, Lythgoe, 1940) and Geanit (Gbanit et al., 1938, 1939)

have given reasons for believing that the formation of a surface

film of visual purple is an essential factor in the sensitization of

the eye during dark-adaptation. An over-simplified physical

scheme may therefore not be applicable to this case.
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sensitivity.

But the experiments themselves have disclosed a fact which

in this connexion would seem to be of significance. This is the

two-step rise of the recovery curves for wave-length 0.500 /i.

Also with the less discriminative retinal response an initial slow

rise in followed by a later fast increase in the sensitivity of the

eye (Wrede, 1937; Eiggs, 1937; Graeit et al. 1938, 1939),

demonstrated with frogs. The initial slow phase in the regenera-

tion at wave-length 0.500 /j, represents the time taken up by the

so-called “intermediate process" of Gbaxit et al. We suggested

that during this time some chemical orgam'zation of the visual

purple molecule in relation to the cell took place, as during this

early phase neither the sensitivity nor other properties of the eye

corresponded to what is meant by a state of dark-adaptation.

The late fast phase represented dark-adaptation proper which

made the visual purple “active” physiologically. Lythgoe

(1940) in discussing the work of Granit et al. (1938, 1939)
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suggested that the visual purple, which was inactive from the
point of view of dark-adaptation proper, nevertheless had some
function to carry out, probably in connexion with photopic vision.

We can see now that the “green” substance which either is visual

purple itself or a modification of it, really does take part in what
is known as “cone vision”, but correctly should be termed daylight

or photopic vision. This result could only be obtained with the

discriminative micro-electrode technique used above.

It is regrettable that the as such highly convenient plot of log

threshold against time for the process of dark-adaptation should
have come to acquire some theoretical significance (Hecht, 1923) on
account of the superficial likeness of this curve to the bimolecular

isotherm supposed to represent visual purple regeneration. From the
theoretical point of view much the better plot is the one used above,

inverse value of energy necessary for the threshold, against time,

which also enables comparison with the absorption curve for visual

purple. The simple, less sensitive, but very useful method of measuring

size of the electroretinogram during dark-adaptation in combination

with simultaneous measurements of the concentration of visual purple

in similarly treated control eyes (Granit et al., 1938, 1939) showed
that the size of the electroretinogram bore no simple relation to the

amoimt of visual purple. And yet the electroretinogram must measure

sensitivity to bght even though the relation is not one of direct propor-

tionality (Granit, 1938). Moderate bght-adaptation greatly diminished

the size of the electroretinogram without reducing the concentration

of visual purple of a well dark-adapted eye. On the other hand, the

light-adapted eye did not become sensitive in proportion to the rise of

the concentration of visual purple during dark-adaptation. Not until

the concentration had reached a relatively high value did a fast rise

of sensitivity (dark-adaptation proper) set in. But before that something

took place in the eye. And it was this period that we ascribed to the

time needed for an “intermediate process” preceding the sensitization

of the retina. That the chemistry of regeneration of the visual purple

molecule, and perhaps the molecule itself, is different during this phase

is suggested by the slow rise of the recovery curve.

Some Difficulties for the Duplicity Theory.

In fig. 10 I have illustrated the probable place of the micro-

electrode, including the assumption that the few cones are of the

kind that share the final common paths with the rods (Polyak,

1936). Many facts indicate that the micro-electrode picks up the

discharge from the final common path (Granit, 1941), among

them also the high degree of isolation that sometimes is obtained

with it (see the illustrations of typical responses).
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It is clear that the well-known assumptions of the dupKcity
theory that the rods cease to function in dayhght vision, and that
they are colour bhnd, wiU find it difficult to survive these experi-
ments. One could perhaps ascribe the "red” substance which
after all, also may be a modification of the visual purple molecule
to the few cones present in the rat's retina. But only a desire to
save a dogma could lead to the hypothesis that the “green” sub-
stance of the light-adapted rat’s eye is a cone substance. Every-

Fig. 10. Schematic drawing (lacking bipolars and amacrinea) illustrating the

probable locus of the micro-electrode with regard to a receptive unit consisting

of several rods and a single cone connected to the same final common path. The
cone is a little too large. The diameter of the very slender and elongated rods is

0.75 H (SCHOLTZE, 1866).

thing points to the fact that visual purple, probably in a slightly

modified state, is active also in the light-adapted state and in the

same elements.

Most curious is the fact that the experiments show the same

active unit to give the visibility curve with the two maxima in

red and green. Before definitely accepting this fact one would

like to be able to support it with a greater number of experiments,

also with other animals. It is, of course, of prime importance from

the theoretical point of view. But even if frxrther experiments

should show that the "red” and "green” substances were coupled

to different neurites with very similar spikes, there is no escape

from the fact that they must be closely connected in order to

account for their always being together.
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ColOTir Vision in Bats.

Do tte rats see colours? Experiments by Walton (1933)

suggest that they can learn to discriminate the red and green

parts of the spectrum from each other. It 'would seem difficult

to accept other conclusions drawn from his experiments as filters

were used and only the red end 'vv'as relatively pure. Seeing how
narrow the sensitivity bands may be one must emphasize tbia

point of view, especially with regard to further experimentation

with training methods. The ideal procedure would be to locate

the sensitivity bands of different animals with the micro-electrode

technique and then try to find out whether the animal utilizes

the particular peripheral mechanism of discrimination found.

From the point of -view of the properties of the latter, however,

the second task is of no immediate interest.

The mechanism of colour reception of the rat’s retiua is probably

of a very elementary type. Thus, for instance, in the frog’s retina

the region of low sensitivity between red and green is filled out

and possesses a maximum in 0.560 ft, covering the region where

the rat has its minimum. In fact, the frog’s photopic spectrum is

almost identical with the human one, but frogs may have a more

prominent “blue” receptor (Granit and Svaetichin, 1939).

Despite this, the properties of the peripheral mechanism of the

rat’s eye in many ways throw more light upon the nature of

the peripheral mechanism in relation to 'vdsion. But some caution

is suggested by the circumstance that the micro-electrode tech-

nique is selective in the sense that it chooses the most common

case, even when one is careful not to restrict one’s observations

to isolated elements. If there are other substances or combina-

tions in the rat’s eye they must be very rare or insensitive in

comparison with the one described above, but one cannot now

assert that the rat only possesses the red-green mechanism de-

scribed in this paper.

Summary.

ilicro-electrode, amplifier and cathode ray oscillograph have

been used for the recording of “spikes” from restricted umts

in the retina of anaesthetized albino rats in response to mono-

chromatic light of known energy content.
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A description of the types of discharge seen in isolated elements
is given on p. 95,

The main problem has been to study the distribution of
sensitivity to monochromatic light of more or less restricted
units.

In the dark-adapted state their visibility curves often corres-
pond very well with Lythgoe’s absorption curve for visual
purple. But some of them have an additional lower maximum
around 0.600 yi..

In such cases good light-adaptation suppresses the green part
of the spectrum relatively more and there may remain above
the threshold of the monochromator only the red-sensitive part,

which in the isolated state still has its maximum around 0.600

descends steeply towards the yellow and less steeply towards the

longer wave-lengths (figg. 6—8).

The “red^’ and the “green'^ element recover from light-adapta-

tion along slowly rising curves, the "green" one probably some-

what faster so that at a certain stage of light-adaptation both are

present giving a characteristic visibility curve with two maxima
around respectively 0.500 and 0.600 y (fig. 8). But after a time,

depending upon the previous period of light-adaptation, the

"green" element begins to recover from light-adaptation at a

very much faster rate than previously (dark-adaptation proper).

In the initial stages of light-adaptation the "green" substance

often has a narrower visibility curve than is suggested by the

properties of visual purple. This in connexion with its slow initial

rate of regeneration has led to the suggestion that it is not visual

purple itself but a slightly modified visual purple molecule. On

the other hand, a haemoglobin-oxyhaemoglobinfilter, due to blood

in the bulb, can be shown to affect the curve for the "green"

substance in such a manner as to make it narrower.

The "red" and "green" elements are always coupled, and, though

not conclusive on this point, the evidence at present suggests

that the two elements are connected to the same fibre in the optic

nerve.

It is suggested that the red-green system of the rat's retina

represents the prototype of such systems in mammalian retinae.

The experiments have been carried out with the support of a

grant from The Rockefeller Foundation to this laboratory.
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From the Department of Physiology, University of Lund.

Blood Histamine in Eeactive Hyperaeniia and
in Muscle Tetanus.^

By

N. EMMELIN, G. KAHLSON and P.'WICKSELL.

Experimental evidence supports the view that the dilatation

of the small vessels in a tissue rendered ischaemic by occlusion

of the blood flow and in tetanized muscles is due at least partly

to chemical substances. Lewis and Grant (1925) concluded from
experiments on the human forearm that the reactive hyperaemia

is due to substances accumulated in the tissue during the period

of obstructed circulation. Lewis (1927) introduced the term H-
substance for this unidentified vasodilator substance and suggested

its identity with histamine. Barsoum and GADDmi (1935),

estimating the histamine content of blood from the dog’s hind

limb before and after occlusion of the circulation, found that the

venous blood from the limb contains an increased amount of his-

tamine during the period of hyperaemia. Barsoum and Smirk

(1936) studied the histamine content in plasma from the human

arm in reactive hyperaemia after complete obstruction of the

circulation and found a significant increase in the histamine con-

centration in the venous plasma during the hyperaemia. In expe-

riments on anesthetized dogs Anrep and Barsoum (1935) found an

increase in the histamine concentration of the venous blood emerg-

ing from a resting skeletal muscle when the blood supply to the

muscle was diminished.

In the course of their experiments Anrep and Barsoum

estimated the histamine concentration of the venous blood emer-

ging from tetanized muscles. In their experiments muscular con-

^ Eeceived 24 March 1941.



BAROCBPTIVE IMPULSES OP CAROTID SINUS.
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Kg. 1. Cat, chloralose. Right sinus region perfused, left sinus denervated. Curves
from above: respiration, perfusion pressure, blood pressure from femoral artery,

time 10 sec. A. 2 min after addition of lobelino hydrochloride to a concentration

of 1 : 50,000, R and C, 8 and 18 min later.

Eesults.

I. Effect of Lobeline and Nicotine on the Sinus

Pressure Beflex.

When lobeline was added to the perfusion fluid in experiments

where the isolated sinus region of the cat was perfused, so as to

give a concentration of about 1 in 2—300,000, insignificant

changes only appeared in the systemic blood pressure of the animal
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traction was accompanied by a large increase of tbe histamine
concentration in the venous blood. A maximal tetanus of a dog’s

gastrocnemius during 10 sec. led to an excess histamine output
of about 3.5 y as compared with the histamine content of the

inflowing arterial blood. The excess histamine calculated per
minute of contraction per gram of muscle was in their experiments
about 0.45 y. Stimulation of vasomotor nerves did not lead to

an excess output of histamine. Anrep, Barsouji and T at.a at

(1936) also performed experiments on heart-lung preparations in

dogs. Estimations of the histamine content of the arterial blood

and of the coronary venous blood in these experiments showed that

the cardiac muscle continuously produces histamine. According

to Anrep et al. the production of histamine by the heart is in-

creased when the heart is made to work against an increased ar-

terial resistance, or during anoxaemia, on administration of car-

bon dioxide and of adrenaline. Billings and IVIaegraith (1938)

studied the histamine content of blood and muscles after tying

the common iliac artery in rabbits. The histamine content of the

venous blood from the ischaemic limb rose to a maximum in

3—9 hours after tying the artery and fell to normal in about 12

hours. The histamine content of the ischaemic muscle 6 hours

after tying the artery was found to be increased when compared

with corresponding muscles from the other leg.

In order to determine whether the excess histamine appearing

in venous blood from tetanized muscles is present in the plasma

Anrep, B.\rsoum, Talaat and Wieningeb (1939) followed up

the experiments of Anrep and Babsoum (1935). The blood emerg-

ing from tetanized muscles was centrifuged and the plasma, with-

out being subjected to chemical manipulations, was tested on the

guinea-pig’s ileum. They report that in some experiments excess

liistamine could be detected by this simple procedure. In one ex-

periment of this type on the tetanized gastrocnemius, in which

the arterial inflow to the muscle was controlled in order to prevent

a large hyperaemia during the rhythmic tetanus the histamine

content of the venous plasma was found to rise from 25 y per liter

during rest to 90 y during muscular contraction. Samples of the

same plasma were extracted by the method of Babsoum and Gad-

DTOi (1935) and the histamine content was determined to 45 y

and 130 y per liter respectively.

Anrep et al. (1939) also suggest that the excess histamine in

the venous blood from contracting muscles originates from the
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muscle. lu 5 out of 9 experiments there was a definite decrease
in the histamine content of muscles after prolonged tetanization.
A similar result is claimed by Schulte (1930).

In our own experiments we mainly studied the histamine con-
centration in the plasma. If the vasodilatation in reactive hyper-
aemia and in tetanized muscles is due partly to an increased hista-

mine content of the blood the excess histamine, in order to be
physiologically active, must appear in the plasma,

I. Experiments in Reactive Hyperaemia.

A. The dog’s ear. The dogs were anaesthetized with chlora-

lose injected intravenously. In order to control the blood flow

through the ear and to collect the venous outflow from the ear

the vena auricularis posterior was exposed, all the tributary veins

carrying blood from other parts than the ear were tied and all the

small veins from the ear emptying into other veins than the vena

auric, posterior were also ligated. Heparine was injected to prevent

clotting. A cannula was inserted in the v. auric, post. The out-

flowing blood was collected in graded cylinders and reperfused

into a femoral vein. The blood flow through the ear was obstruc-

ted by applying a smooth clamp or by tying a thin rubber tubing

at the basis of the ear. If necessary the skin was incised to per-

mit obstruction of the ear as proximally as possible. Before ob-

struction and during the following reactive hyperaemia the rate

of the blood flow was measured. Blood samples were collected

and the histamine content of blood and plasma was estimated.

Plasma was obtained by centrifuging heparinized blood. Ex-

tracts were prepared by Code’s modification of the Barsoum-

Gaddum method. The final assay was performed on the atropin-

ized guinea pig’s ileum. All figures are given in terms of histamine

base. Eor details concerning the method of histamine estimation

we refer to our previous paper. We performed experiments on

the ears of 6 dogs.

Table 1 represents a typical experiment showing the rate of

blood flow after releasing the obstruction and also the histamine

content of the plasma. The blood flow through the ear was com-

pletely obstructed during 25 minutes. 1st minute of R. H-

refers to the condition of the circulation after 25 minutes of ob-

structed blood flow. The weight of the dog was 14 kg, the ear

weighed 30 g at the end of the experiment.
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Table 1.

Condition of circulation
Rate of blood flow
throngb the ear
cc per min.

Histamine content
of venous plasma

y per liter

Normal 6.0 11

1 st minute of R. H 38.0 10

2 nd — » — 12.6 —
3 rd — > — 8.6 —
7 th — . — 7.0 —

10 th — . — 6.0 —

Table 2 gives the histamine content of venous blood and plasma

before and during reactive hjTperaemia in experiments on 6 dogs’

ears.

Tabic 2.

Nr
Histamine in

Normal

y per liter

Hyperacmia

Duration of

obstruction

in min.
Sample

1 10 9 20 blood

2 10 12 15 plasma

3 9 12 15 plasma

4 19 18 15 plasma

5 10 9 20 plasma

6 11 10 25 plasma

In order to obtain a maximal concentration of histamine in the

venous outflow during R. H. the blood flow through the ear was

in three experiments partially obstructed by operating the clamp

adequately; in these experiments the partial obstruction allowed

a blood flow during B. H. of about the same order as the normal

one. The hyperaemic samples were collected during the first min-

utes after releasing the obstruction.

B. The dog’s forelimh. The brachial vein of dogs under chlora-

lose was exposed. The blood flow was then obstructed by tying

a rubber tubing above the elbow. A cannula was inserted into the

vein and venous blood collected during the R. H. In all experi-

ments the blood flow was controlled during the collection of sam-

ples and thus kept at a rate, corresponding to about the norma .
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Control samples were taken from a branch, of the femoral artery
at the beginning of the experiment. Table 3 gives the result of

experiments on 6 dogs.

Table 8.

Histamine content of blood and plasma before and during JR. H.
in the dog's forelimb.

Nr

Histamine content in y
per liter

Duration of

obstruction

in min.
Sample

Normal Hyperaemia

1 10 8 20 total blood

2 9 14 15 plasma

3 10 10 20 plasma

4 19 20 20 plasma

5 22 24 30 plasma

6 12 9 30 plasma

As -will be seen from table 3, no evidence could be obtained of

an increase in the histamine content of blood and plasma during

K. H. in the dog’s forelimb.

C. The human arm. The blood flow was obstructed by inflat-

ing a rubber cuff above the elbow. Precautions were taken to

secure a complete obstruction. When collecting blood samples

during E. H. the pressure in the cuff was reduced to about 90

—

100 mm Hg, thus allowing a very slow outflow of hyperaemic

blood. At the beginning of the experiment control blood was

taken from the other arm’s cubital vein with tbe slightest pos-

sible interference with the flow.

Table 4,

Histamine content of plasma before and during B. H. in the

human arm.

Nr

Histamine content in y
per liter

Duration of

obstruction

in min.
Normal Hyperaemia

1 23 17 10

2 19 20 20

3 30 26 20

4 20 17 20
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D. Ex'perimenis on a dog with a gastric 'pouch. A dog with, a
gastric pouch of the type described in the previous paper was used
for this experiment. In the unfed, not anesthetized dog 7 cc gas-

tric juice was obtained from the pouch when as little as 0.5 y
histamine base per mg and minute was injected intravenously

during 15 minutes. This rate of injection caused an increase in

the histamine concentration of the systemic plasma which was
too small to be demonstrated by the Barsoum-Gaddum method.

Fig. 1, Guinea-pig, 320 g, under urethane. The bronchiolar tone •vvas registered

by the method described in the previous paper. At A 0.54 y histamine -was injected

intravenously^ at B the abdominal aorta was undamped after having been com-
pletely obstructed underneath the renal arteries during 20 minutes and at C 0.2 y
histamine vas injected. Time in minutes. There is a pause of about ten minutes

between each section of the figure.

Before the actual experiment on reactive hyperaemia the rate

of the spontaneous secretion from the pouch was observed. In 15

minutes 2 cc of mucous juice were collected from the cannula. The

blood flow through all the limbs was now obstructed intermittently

during 30 minutes, in the forelimbs by tying rubber tubings

around the legs, in the hind limbs by occluding the femoral arteries

manually. Every three minutes the blood was released for half a

minute. During these 30 minutes and during the following hour

there was no increase in gastric secretion from the pouch.

B. Iteactive hyperaemia after obstruction of the abdominal aorta.

In four guinea-pigs imder urethane, which all responded with a

bronchoconstriction to intravenous injections of 0.3 y histamme,

reactive hyperaemia was elicited by occluding the abdominal

aorta immediately underneath the renal arteries. Fig. 1 shows

such an experiment. The bronchiolar tone was measured by the

method described in the previous paper. At A. 0.64 y histamine

was injected intravenously, at B. the abdominal aorta was un-
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Fig. 2. Cat, l..’j kg, chloralose 75 mg/kg intravenously. The bronchiolar tone,
the blood pressure in the femoral nrtcrj' and the gastric secretion were measured.
In the first section of the tracing 0.7 / histamine per kg body weight and minute
was injected intravenously during six minutes. At A the abdominal aorta was
completely obstructed underneath the renal arteries. At B the aorta was un-

damped.

clamped after Ixa\dng been completely obstructed during 20 min-

utes. There is no bronchoconstriction folIoTnng the release of the

blood flow, although the bronchi at C. constrict even at 0.2 y
histamine.

The same type of experiment was performed on four cats under

chloralose. As indicators we used the arterial blood pressure, the

bronchiolar tone and the gastric secretion. Fig. 2 represents a

typical experiment. The sensitixdty of the indicators was first

tested by injecting 0.7 y histamine per kg and minute intravenously

during six minutes which caused an unusually prolonged fall in

blood pressure, a bronchoconstriction and the secretion of 3 cc

gastric juice. At A the abdominal aorta was clamped underneath

the renal arteries. After 10 minutes the aorta was undamped at

B. The reactive hyperaemia caused no bronchoconstriction, no

secretion of gastric juice and no significant fall in blood pressure.

In none of our experiments on guinea-pigs and cats there was any

indication of histamine being liberated into the blood stream

during reactive hyperaemia.
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11. Experiments on Tetanized Muscles.

A. The dog's gastrocnemius. In dogs under chloralose the gas-
trocnemius prepared by the method devised by Anrep and
Saalfeld. This technique enables the control of the arterial in-

flow to and the venous outflow from the muscle.^ The sciatic

nerve was embedded in a stimulating electrode. The gastro-
cnemius was tetanized maximally 46 times a minute with A. C.

at a frequency of 1000 Herz. The venous outflow from the gas-

trocnemius was reperfused into the jugular or the femoral vein.

The artery to the gastrocnemius was connected with the femoral
artery by means of a rubber tubing into which a T-tube was in-

serted. At the beginning of the experiment heparine was injected

and control samples withdrawn from the T-tube, The rate of the
blood flow through the rhjdhmically tetanized gastrocnemius was
about three times greater than when the muscle was resting.

During the collection of the actual samples, which started a few
minutes after the onset of tetanization, the arterial inflow was
greatly reduced by adjusting a clamp, fitted at the connecting

rubber tubing.

We performed such experiments on 2 dogs. (Table 6).

Table 6.

Histamine content of arterial and venous blood of rhythmically

tetanized gastrocnemic muscles.

Nr
Histamine in y per lifer

Samples

Arterial Venous

1 10 8 total hlood

1

2 12 7 plasma

B. The dog's tongue. Arteries and veins of the tongue were

exposed and stimulating electrodes placed on the hypoglossa

nerve of one side. The vein of the same side was cannulated and

the outflowing blood reperfused. Control samples were taken from

^ One of the authors of this paper {G. K.) studied this method during a ^sit
to Prof. Akeep’s laboratory in Cairo and -wiBhes to express his thanks to Prot.

Akeep for his kind advice.
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a femoral artery and from the lingual vein. The tongue was teta-
nized in the same way as the gastrocnemius. The blood flow
during rhythmic tetanization was about four times greater than
during rest. The collecting of blood was started about one minute
after the beginning of the stimulation and continued during the
period of tetanization. During the collection of blood, the blood
flow through the tongue was reduced by clamping the arteries.

The arterial supply to the tongue seems to be strictly unilateral. We
injected a dye solution in a lingual artery and found that only the cor-
responding half of the tongue was coloured. This is the reason why we
did not care to stimulate both hypoglossal nerves or collect blood from
both veins.

We tetanized the tongues of 4 dogs. The results are given in

table 6.

Table 6,

Histamine content of venous blood and plasma from the tongue

before and during tetanization.

Nr
Histamine in y per liter

Sample

resting tetanus

1 10 10 blood

2 19 20 plasma

3 19 24 plasma

4 9 13 plasma

C. The human arm. The blood flow through the arm was ob-

structed and the muscles of the forearm were tetanized rhythmi-

cally and volimtarily. Within a few minutos the skin was strongly

bluecoloured and capillary haemorrhages could be observed. At

this stage the collection of blood from the cubital vein was started.

The pressure in the inflated cuff was lessened so as to allow only

a very slow flow of blood through the arm. Although the muscle

contractions in the anemic arm gradually became very weak the

voluntary impulses were maintained during the whole course of

blood collection. In three of the experiments the blood flow was

obstructed during 6—15 minutes before the period of voluntary

tetanization. Control samples were taken from the other arm.

Table 7 gives the result of six experiments.
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Table 7.

Histatnine content of venous plasma ftotn the tetanized and ischaemic
human forearm.

Nr
Histamine in y per liter Duration of

obstruction be-
Duration of

tetanus in

minutesNormal Hypernemia fore tetanus

1 20 20 5 5

2 13 9 5 5

3 28 33 15 5

4 60 54 0 5

5 33 43 0 4

6 52 36 0 3

ni. The Histamine Content of Besting and of Tetanized
Mnscles.

These experiments "were performed in order to investigate if

tetanization diminishes the histamine content of mnscles. The

gastrocnemic and soleus muscles of anesthetized dogs were maxi-

mally tetanized rhythmically by stimulating the sciatic nerve

during an hour. At the end of the tetanus the muscles were ex-

cised; the resting gastrocnemic and soleus muscle of the other leg

were used as controls. The muscles were minced, a sample was

ground in a mortar with quartz powder and trichloracetic acid,

filtered and prepared as described for blood. The histamine con-

tent was estimated (Table 8).

Table 8.

Histamine content of resting and tetanized dogs' muscles.

Dog
Nr

Histamine in y per bg
Mnscle

Besting Tetanized

1 950 975 Grastrocnemius

1 1,025 775 Soleus

2 925 850 Gastrocnemius

3 1,375 1,275 Gastrocnemius

3 1,300 1,425 Soleus

The figures of table 8 suggest that the histamine content of the

gastrocnemic and soleus muscles is not diminished by tetanization.



120 N. EMMELIN, 6. KAHLSON AND P, WICKSELL.

Discussion.

Although the dog’s heart supplies an excellent preparation for
studies in reactive hyperaemia and muscle metabolism -we did not
repeat the experiments of Anrep et al. (1936) on the liberation of
histamine by the heart muscle. These experiments have already
been repeated by C. L. Evans et al. (1938), who in technically very
careful experiments found no evidence for the production of
histamine by the dog’s heart.

In the experiments on rabbits by Billings and Maegeaith
(1938) the histamine content of venous blood from the leg started

to rise above normal 6 hours after tying the common iliac artery.

As no increase in the histamine content occurred at an earlier

state of reactive hyperaemia this observation hardly supports the

theory of Aitoep et al. that histamine is engaged in causing the

reactive vasodilation.

Anrep et al. (1939) have confirmed a statement by Schulte

(1929) that the histamine content of muscles decreases on tetaniza-

tion. Schulte, however, after extracting the muscles with alcohol,

omitted to destroy alcoholsoluble substances other than histamine,

which would also contract the guinea pig’s small intestine used

for the assay. And as he also failed to atropinize the gut it is

very unlikely that Schulte’s figures give the real histamine con-

tent of the muscles.

In Billing’s and Maegraith’s experiments the histamine con-

tent of the leg muscles increased after tying the common iliac

artery. This finding does not agree with the view of Anrep et

al. that the excess blood histamine is released irom the muscle.

In our experiments we invariably failed to find an increase in

the histamine content of blood emerging from tissues rendered

hyperaemic after previous ischaemia and from tetanized muscles.

Differences in the histamine concentration of the order found in

AlNrep’s et al. experiments would be easy to demonstrate by the

methods employed by us. There must be some fundamental diffe-

rence in the way, in which Anrep’s et al. experiments and our own

were carried out. Or there may be fundamental differences in the

animal’s mode of response. The figures published from the labora-

tory in Cairo of the histamine content of dogs’ gastrocnemic

muscles are 3 to 4 times greater than those foimd in this laboratory

expressed in identical terms (base or acid phosphate). This diffe-

rence, however, can hardly account for the fact that in Anrep s
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Fig. 2. Cat, chloralose, blood pressure from femoral artery. Common carotids
clamped between arrows. A. Normal. B. after local application on sinus of 1 %
nicotine acetate. G. about 10 min. later, after removal of nicotine and repeated

washings with saline. Time 10 sec.

or in the reaction to lowering or raising the intra-sinusal pressure.

If, on the other hand, the lobeline concentration was raised to

about 1 : 50,000 the reactions to alterations of the intra-sinusal

pressure gradually diminished and finally disappeared. This is

illustrated in fig. 1.

Local application of a solution of nicotine acetate 1 % or lobeline

hydrochloride 0.3 % on the sinus region by means of cotton

wool pads, soaked in the solutions, also caused the normal cir-

culatory reflexes from the sinus to disappear (Fig. 2). This is in

agreement with the observations of Pi Suner and Domenech-
Alsena and demonstrates the paralyzing action of high concentra-

tions of these drugs on the baroceptor mechanism.

H. Action of Mcotine and Lobeline on the Electroneurogram
of the Nerve of Hering.

The electroneurogram is typically influenced by nicotine, as

demonstrated by Samaan and Stella (1935). Euler, Liljb-
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et al. experiments on reactive hyperaemia and tetanized muscles
tlie histamine concentration in the plasma increased to about
100 and 1000 per cent respectively, whereas we find no increase

whatever.

Our experiments do not exclude the possibility that histamine

is liberated and plays a part in reactive hyperaemia and in dila-

ting the small vessels on tetanization. Histamine, even if liberated

closely to the smallest vessels, may be resorbed in too small

amounts to be detected by the methods employed. In the previous

paper we have shown that an increase in the histamine concentra-

tion of the plasma which is too small to be detected by the Bar-
soum-Gaddum: method, may quite well cause a marked vasodilata-

tion. The histaminase, present in the tissues (Best and Mac
Henry 1930) may participate in preventing liberated histamine —
if there is such histamine — from escaping into the blood stream.

Feldberg and Kellaway (1937) injected snake venom in per-

fused lungs and demonstrated that large amounts of histamine

were released into the tissue spaces from ivhere small amounts

of fluid leaked out from the lung surface; the histamine concen-

tration in the perfusate was low compared with that of the leakage

fluid. The drainage by lymph and blood of normal tissues is of

course more efficient than in the lungs rendered oedematous by

snake venom, but still, this observation may be of interest for the

problem under discussion.

Summary.

1. During reactive hyperaemia after obstruction of the blood

flow to the dog’s ear, the dog’s forelimb and the human arm, no

increase in the histamine concentration of the venous blood emerg-

ing from the ischaemic tissues could be demonstrated by the

Barsoum-Gaddu.m method (applied in Code’s modification).

2. In guinea-pigs and cats, using the bronchiolar tone, the

gastric secretion and the arterial blood pressure as indicators, we

found no evidence of excess histamine in the blood, when the

abdominal aorta was undamped after having been obstructed

during 10—20 minutes underneath the renal arteries.

3. Tetanization of the dog’s gastrocnemius, the dog’s tongue

and the muscles of the human forearm does not cause an increase

in the histamine concentration in the venous blood or plasma from

these muscles.
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From the Department of Physiology, University of Lund.

Histamine in Plasma and Methods of its

Estimation.^

By

N. EMMELIN, G. KAHLSON and F. WICKSELL.

The tackling of problems involving the estimation of histamine

in blood has been promoted by the device of a convenient method
by Barsouh and GADDUir (1935). This method involves the

preparation of an extract followed by its biological assay. The

preparation of the extracts includes the following procedures;

a) The proteins are precipitated with trichloracetic acid, b) The
trichloracetic acid is removed from the filtrate with ether, c)

Hydrochloric acid is added, the extract is boiled and HCl is re-

moved by distillation with alcohol and by drying in vacuo, d) The

histamine is extracted from the dry residue with alcohol saturated

with NaCl, the alcohol is removed and the residue taken up in

water and neutralized, e) The final extract is tested, in comparison

with histamine, on a piece of atropinized guinea-pig’s small

intestine.

Code (1937) has modified Barsoum’s and Gaddum’s original

method and developed a simpler method of extraction. Code

found it unnecessary to remove trichloracetic acid with ether,

since most of this acid was destroyed during boiling with con-

centrated HCl. In Code’s experiments final extraction w’^h

water was more satisfactory than extraction with hot absolute

alcohol.

Code (1937), Code, Evans and Gregory (1938) and Mao
Intosh (1938) tested the accuracy of different modes of extrac-

^ Received 24 March 1941.
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tioa by examining the recovery of small quantities of histamine
added to blood. In the experiments of Code et al. 10 iO y
histamine^ was added to blood of very small histamine equivalents

(10 y/1 or less) with a recovery of 8G~102 p.c. if extracted as
in Code’s modification of the original method. Mac Intosh
found like Code that the chief loss of histamine took place durin"
the stage of extracting with absolute alcohol saturated with
NaCl as originally devised. If special care was taken during the

extraction with hot alcohol Mac Intosh satisfactorily recovered

20 y/1 histamine added to dog’s blood. Mac Intosh recommends
to retain the removal of trichloracetic acid and with ether, since

this facilitates the later removal' of HCi and also removes surface-

active substances which may interfere with the assay on the gut.

.fbiRBP et al. (1939) added large quantities of histamine (66

y/1) to defibrinated dog’s blood and obtained full recovery with

the original as well as with the modified mode of extraction. These

authors argue however, that Code’s modified procedure cannot

be applied to the estimation of histamine in whole blood because

of the presence in watery extracts of an alcohol-insoluble agent,

which contracts the guinea-pig’s gut. Anrep et al. suggest that

this substance is in part responsible for the “liistamine like activ-

ity” of Code’s water extracts. The presence of this agent is

according to these authors responsible for the fact that the hista-

mine equivalent of blood is higher when extracted with the modi-

fied procedure. .-Vs Anrep’s et al. alcohol-insoluble, the gut-

contracting agent was found to be derived from the erythrocytes.

Code’s procedure is stated to be applicable only to serum and

plasma.

There is good evidence for the assumption that the active agent

assayed in Barsouxi-Gadduji’s and Code’s extracts is identical

with histamine. When tested against histamine on the guinea-

pig’s ileum, the fowl’s rectal caecum, and on the cat’s blood

pressure the extracts are found to contain the same amounts

of histamine activity (BARSOUii and G.adddm, Code, Barsoum

and SiQRK). Besides, the activity is destroyed by histaminase.

However, the value of the methods of extracting are limited in

an essential aspect; They do not show whether the histamine

yielded on extraction is present in the blood in a physiologically

active state or if it is set free from some physiologically inactive,

complex compound during the chemical treatment of the blood.

* All figures in this paper are expressed in terms of histamine base.
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In the first part of our paper the accuracy of Code’s simplified

extraction is examined. In the second part we deal with the

problem of detecting physiologically active histamine in the

circulating blood. As it is only when present in the plasma that

histamine is capable of performing any physiological actions we
only deal with the histamine activity of plasma.

The Accuracy of the Modified Barsouni-Gaddum Method.

We have tried to examine the degree of accuracy with which

the histamine activity in the plasma can be preserved through all

the necessary chemical manipulations to the final watery extracts

and to which extent quantitative differences of activity may be

established. In agreement with previous authors we think that

the accuracy of the method is best tested by adding known
quantities of histamine to plasma and then passing the samples

through the routine procedures and testing them pharmacolog-

ically against standard solutions of histamine.

Out technique of preparing and testing the extracts is in the essen-

tial parts identical with Code’s: Heparinized blood is withdrawn into

a centrifuging tube and centrifuged. 5—10 cc of plasma is added to

10—15 cc 10% trichloracetic acid (when pipetting the plasma we
carefully avoid contact with the white cell layer, which Code (1937 b)

found to be very rich in histamine). The mixture is left for 30 minutes

and then filtered as described by Code. 10 cc concentrated HCl is

added and the sample boiled during 1^/2 hour. It is then distilled with

absolute alcohol in vacuo. The dried residue is taken up in water and
neutralized with NaOH using bromthymol blue as indicator.

The final assay is performed on the guinea-pig’s ileum. The Tjnrode

solution contains atropine sulphate in the concentration 1:2. 10®.

Since Blaschko and Schlossjiann (1938) showed that the small

intestine is most sensitive to adrenaline at about 30° C and Zadina

(1939) found that the isolated guinea-pig’s ileum is maximally

sensitive to histamine at temperatures lower than 37° C we have in

many experiments performed the test on the gut at a temperature of

about 32° C. We have found this proceeding satisfactory. We are

not able to show however that the lower temperature gives a distinct

advantage as to the degree and constancy of sensitivity.

In. investigating the accuracy of this method histamine was

added to the plasma before the precipitation with trichloracetic

acid. Most samples were tested independently by two of us.

The data • collected are given in table 1. The fourth column

(“observed figures”, 0) gives the individual figures obtained on

9

—
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assaying the extracts on the gut. The fifth column represents
the "calculated figures” (C). The Standard Deviation (a) of the

observations is calculated from the formula a =

Table 1.
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As is shown in -column (0—C)^ (I) one single figure (nr. 22)
will account for nearly half the dispersion. If this figure is

/887
included the dispersion will be W— = ± 6.1. If, however, this

figure is excluded the dispersion will not amount to more than

'354

23
= ±3.9.

The question arises whether it is correct to exclude this figure in

nr. 22. Two alternatives are to be considered:

Alternative I. ct= 6.i is correct; then the figure nr. 22 falls 3.3

times outside a.

The probability that an obtained figure should fall 3. 3 times outside

a is 10~^, i. e. in 1,000 observations this would happen once. As only
24 observations have been made for this study, it would thus be un-
reasonable to let this figure influence our calculations.

Alternative II. cr= 3.9 is correct; then the figure nr. 22 falls 5.2

times outside a. The probability that an observation should fall that

far outside the dispersion is 2 • 10“^, i. e. once in 5 000 000 observations.

Evidently it would be still more unreasonable not to discard the figure

in question. From this reason we consider the calculations by the

second alternative as justified.

The standard deviation a — 2 (0—
n

= ± 3 . 9 .

The mean error of the dispersion e (a) = ^
,

3.9
-== ± - p—. ~ ± 0 . 6 .

V2 X n V46
The histamine content of the six samples of plasma averages 71 y/1.

n j • j. (i 3.9 ± 0.6) • 100
,

_ „
Expressed m per cent, a = = ± 5. 5 ± 0.

8

2 cr = ± 11.0 ±1.6 per cent.

If we want to be sure that an obtained figure should be correct

with a probability of 95 per cent, which is quite satisfactory for

our purpose, the figures obtained by the modified Baesoum-

Gaddum method are impaired with an error of less than 11 per

cent.

Th6 Concentration-Action Curve and its Bearing

on the Assay.

Fig. 1 represents the concentration-action curve of histamine

on a guinea-pig’s ileum. The ordinate represents the degree of

the contraction, where 100 per cent corresponds to the maximal

contraction, and the abscissa to the histamine concentration.
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The assay is naturally most accurate in that part of the curve,
where small changes in the concentration produce big changes in
the response. This relation is covered by concentrations causing
contractions up to about 60 per cent of the maximal response.
The first part of the curve up to about 10 per cent of the maxi-
mal contraction is less reliable, because the response to the lowest
active concentrations is irregular.

Fig. 1. Concentration-action curve of histamine on a piece of guinea-pig’s ileum.

The sensitivity of most specimens of ileum is such that a hista-

mine concentration in the bath of less than 1 : 5 • 10® gives no

response or only an inconstant one. To a bath of 2 cc not piore

than 0.5 cc of the extract should be added. This means that,

unless the gut is extremely sensitive to histamine, the limit for

a safe assay is 20 y histamine per liter plasma. If extracts corre-

sponding to a lower concentration than 20 y/1 are to be tested,

the sensitivity and the accuracy of the estimation may be improved

by adding histamine to the extract in such amounts that the

response falls within the higher part of the concentration-action

curve.
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The procedure of adding histamine to the extract is in our
opinion also of value for the identification of the histamine ac-

tivity of the extract with histamine. If histamine mixed with

the active agent of the extract still corresponds to the concen-

tration-action curve of pure histamine this suggests that the

active agent of the e.xtract is identical with histamine. In our

experiments the concentration-action curve of the histamine

activity of the extract was identical with that of histamine.

The Extracted Histauiino is not Derived from Histidine.

It has been demonstrated by several authors in experiments in

vitro and in vivo that histidine may be transformed into histamine.

(Recently reviewed by ^I. Guggenheim 19-10,) We have investi-

gated if any histamine is yielded by treating histidine according

to the chemical procedures described above. To samples of

5 cc of Tyrode’s solution histidine hydrochloride was added in

amounts from 0.1 y to 10 rag. The samples were treated with

trichloracetic acid, boiled with concentrated HGi, evaporated and

finally tested biologically. There was no histamine like activity

in the final extracts.

.Hethod.s for Detecting Physiologically Active Histamine
ill Plasma of Intact Animals.

There is good evidence that histamine or some substance physiolog-

ically indistinguishable from it can be liberated locally in response

to certain stimuli and escape into the general circulation and from there

produce effects on structures highly sensitive to histamine. Lewis

( 1027) reports that in a patient with urticaria the production of wheals

over an e.xtensive area of skin causes a vasodilatation in the skin of

distant regions identical with that produced by a subcutaneous injec-

tion of histamine. 1L\lk (1929) irritated mechanically the skin of pa-

tients showing dermographism and obtained on brushing the skin

during 5—10 minutes an increased secretion of gastric juice. Ungab
et al. (1935), also using the gastric secretion as an indicator of the

release of histamine into the general circulation, experimented on dogs

and observed an increase of gastric secretion on antidromic stimulation

of sensory nerves and on injection of antigen in a sensitized limb.

On intact animals we have compared the histamine sensitivity

of the following indicators: the bronchial tone, the arterial blood

pressure, the motor activity of the urinary bladder and the gastric
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secretion. We have further tried to establish to what extent the
histamine concentration of the plasma must increase in order to
affect these indicators. Finally we have tried to answer the ques-
tion: If histamine, as the result of some stimuli escapes into the
plasma, which is then the most sensitive method of demonstrating
this histamine, the chemical extraction and assay on the gut or
the observation of the above mentioned indicators? In our

Fig. 2. Arrangement for continual registration of tho bronchiolar tone. The cannula

F is inserted in the trachea, tho tubing G is connected with tho Starling respiration

pump. At each expulsion of air from tho pump air flows into E, elevating the

mercury meuLseus and thus closing tiio opening of E. .Air then is forced through

tho bottle A filled with H,0 or 11,80, into the volume recorder. On broncho-

constriction a greater proportion of tho uir from tho pump enters into the appanitus.

attempts to answer this question we slowly injected histamine

intravenously during 5 to 20 minutes at a constant rate until a

definite fall in the blood pressure, a bronchoconstriction, an in-

creased secretion of gastric juice or an augmented motor activity

of the urinary bladder could be observed. At this moment arterial

blood was withdrawn, the plasma extracted and tested for its

effect on guinea-pig’s ileum. Control samples were withdrawn

before the injection. As will bo shown later all these indicators

proved to be more sensitive to increases in the histamine concen-

tration of the plasma than the method of e.xtracting and assaying

the extract pharmacologically.
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Fig. 3. Cut, chlorulosc. Action potentials from the sinus nerve. No pulsations

in the sinus. A. “chemical” impulses from small fibres. B. impulses suppressed

after local application of 0.3 % lobcline hydrochloride on sinus. G. largo impulses

still appearing on traction of common carotid. Time 1/50 sec. Curves to be read

from right to left.

STRAND and ZoTTERMAN (1939 a, b) found that intravenous

injections of 1 mg lobeline caused a large increase in the small

impulses. Since these drugs, suitably applied, also influence the

pressure reflex, we investigated their effects on the electroneuro-

gram of the sinus nerve in the light of these observations.

Local application of nicotine and lobeline in sufficiently high

concentrations regularly caused a disappearance of the small,

“chemical”, impulses, whereas the large impulses were less

readily influenced, as shown in fig. 3. As a result of prolonged

action, the large spikes too became greatly reduced in number,

however, even in cases where the general blood pressure showed

no significant changes.



aiSTAMINE IN PLASMA. 131

1. BroncJliolar ione. Many investigators have observed, like

Dale and Laidlaw (1910), that histamine injected in sufficient

quantities causes bronchial constriction. Partly owing to the

methods used for registering the bronchoconstriction large doses

of histamine were necessary. Eecently Konzett and Kossleb

(1940) described a method of registering bronchiolar tone, which

we found very satisfactory. The arrangement, slightly modified

by us, is shown in fig. 2.

Fig. 3. Rcgistmtion of bronchiolar tone with the arrangement shown in fig. 2.

Guinea-pig 420 gram. 0.3, 0.5 and 1.0 y histamine (base) was injected into the
jugular vein with 5 minutes intervals. Time in minutes.

The glassvessel B was attached in order to prevent water from
being sucked from the bottle A into the air-entry of the animal, if

for some reason the animal performes a violent inspiration. The glass-

tube D is movable in the stopper in order to facilitate adjustments

during the experiment of the amount of air allowed to pass into

the apparatus. The glasstube C is kept centered in the outer glass-

tubing E by means of glassnods in order to seeme a safe valve-

effect of the moving mercury meniscus in E. The Starling respiration

pump attached to the tubing G was found very satisfactory. In

dogs and cats we use a float recorder (capacity 225 cc), in guinea-

pigs a piston recorder (31 mm internal diameter, C. F. Palmer,

London). The stroke and rate of the pump should be just sufficient

to exclude spontaneous breathing.

In guinea-pigs anesthetized with urethane (1.0 gm per kg of

body weight intraperitoneally) 0.5 y histamine injected intra-

venously will almost regularly cause a bronchoconstriction.

Most guinea-pigs up to 400 gram of weight will respond to 0.3 y.

Very sensitive specimen respond to 0.2 y and even less. Fig. 3
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(lenionstrnte.s {lie bronchoconstriction in a guinea-pig. If the
constriction is strong (1 y) the .smooth muscles relax slowly.

Cat’s bronchi in our experiments proved very sensitive to hista-

mine if the animals were decerebrate or light!}- anesthetized with
chloralosc (50—70 mg/kg intnivenously). The bronchial constric-

tion is most pronounced if the histamine concentration of plasma
i,‘^ increased during a longer j)eriod for example by a slow infusion

of lustamine. The bronchoconstriction after histamine begins

*/«—2 minute.'^ after the onset of the fall in the blood pressure.

This long lat(?ncy of rc.sponse may be one of the reasons why
the bronchoconstriction is le.ss if the histamine is injected

quickly.

In fig. -1 A rapid intravenous injections (5 seconds) of histamine

in a cat produce big falls in blood pressure but only a poor bron-

choconstriction. In the same cat histamine was then injected

slowly at constant rates. Fig. 4 B shows the response to histamine

O.i.'i y/kg and minute; a marked bronchoconstriction ascends

.slowly and persists for some time after the end of the slow in-

jection. The bronchi of sensitive cats contract already at a slow

injection of 0..^.') y liistamine per kilogram and minute.

We performed only a few experiments of this kind on dogs.

Their bronchi seem to be less sensitive to histamine than those

of cats. At least O.vS y/kg and minute was needed for a demonstrable

bronchoconstriction.

We did not investigate if changes in the mucous membrane

of bronchi arc in part rospon.siblc for the narrowing of the air-

entry.

2. The. arterial blood "pressure. Cats and dogs, when decerebrate

or anesthetized with chloralosc, almost regularly showed a fall

in blood pressure on a slow injection of 0.3 y histamine per kilo-

gram and minute. In these experiments blood was ivithdrawn

from the femoral artery or from one of its branches during and

before injections of histamine. Histamine was injected into the

brachial vein and the blood pressure measured in the brachial

artery. The results are given in table 2.

As will be seen from this table, the fall in the arterial blood

pressure is a very much more sensitive indicator of an increase in

the histamine concentration in the systemic blood than is the

method of extracting and assaying pharmacologically. This will

be still more obvious from table 3.
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Table 2.

Nr of dog, body
ffoigbt and blood
pressaro at the

beginning of slow
Hi-injcction

Rate of in-

fasion Hiata-

mlao haao

y perkg/min

Histamine content yflit. Fall in

blood

prcBsare

mm Hgplasma blood

0 34 0

0.2 — — 0

Nr I 0.8 — — 10

13 kg 0.8 ~ — 25

130 nun Hg 1.8 30 ~ 25

2.7 35 — 40

5.0 36 ~ 45

r 0 65 90 0

0.1 — 0

0.8 - 5
Nr II

0.5 _ 5
11 kg

1.1 10
112 mm Hg

2.3 160 95 15

6.0 180 210 20

27.0 480 520 100

0 25 37 0

0,2 — — 0

0.3 22 30 10

Nr III
0.7 32 27 20

23 kg
l.l 40

135 mm Hg
4.4 69 40 60

13.0 135 105 70

22.0 — — 80

0 45 — 0

0.2 36 — 10

Nr IV 0.4 43 — 20

17 kg 0.8 37 — 30

130 mm Hg 1.6 44 — 40

3.8 66 — 45

7.1 95 — 55

Th.e second column of table 3 gives the smallest amounts of

histamine, which on slow intravenous injection caused a definitive

fall in blood pressure. The third and fourth columns give the rate
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Table 3.

Dog
nr

Lowest rate

of injection

causing a fall

in blood
pressure

Lowest rate of injection

causing a detectable in-

crease in tbc Hi-content
of plasma and blood

y per kg/min plasma blood

I 0.3 5.0 _

II 0.3 2.0 6.0

III 0.3 4.4 13.0

IV 0.2 3.8 —

of injection necessary to cause an increase in the histamine con-

centration in the plasma and in the blood big enough to be

detectable by Barsoum’s and Gaddum’s original or modified

method.

We have frequently observed in cats and dogs that the blood

pressure returns to the normal level although the injection of his-

tamine is still continued. Fig. 5 is representative of this type

of reaction. Histamine is injected at a constant rate of 1.25 y

per kg and minute during 6 minutes. Within 2^/2 minute after

the beginning of the injection the blood pressure has returned

to normal and even exceeds this level when the injection is stopped.

The bronchoconstriction, however, persists during the full time

of increased histamine concentration in the plasma.

In some of our experiments big falls in blood pressure (60 mm
Hg and even more) disappeared within a few minutes and the

blood pressure returned to normal although the injection of

histamine was continued. This behavior cannot be accounted

for by the fact that histamine stimulates the suprarenal medulla

to secrete adrenaline into the blood stream. (The action of hista-

mine on the adrenaline secretion was recently reviewed by Masao

Wada 1940). We have noticed a similar behaviour of the blood

pressure in paranephrectomized cats. The transiency of the fall

in blood pressure somewhat vitiates the value of this indicator

for demonstrating an increase in the histamine concentration of

plasma.

3. Gastric secretion. We experimented on cats and dogs. The

cats were decerebrated, a catheter being inserted through the

mouth into the stomach and histamine slowly injected into a
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brachial or femoral vein. The dogs were supplied with a Pavlov
pouch, the miniature stomach being separated from the main
stomach by a double layer of mucous membrane and draining
through a cannula in the abdominal wall. The experiments were
performed some weeks after this operation. The skin in the region

of the saphenous veins of both hind legs was anesthetized with
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Fig. 5. Cat under chloralose. Bronchiolar tone .ind pressure in the femoral artery

arc registered. Time in minutes. 1.25 / histamine per kilogram and minute is

injected during C minutes.

percaine. During the experiments the dogs were awake and stand-

ing quiet. Histamine was injected slowly into a saphenous vein.

Before and during the injection of histamine blood was withdrawn

from the other saphenous vein, plasma being extracted and tested

for its histamine activity. The results are given in table 4.

In cats the gastric secretion is a less sensitive indicator of an

increased histamine concentration in the plasma than the blood

pressure and the bronchiolar tone. In dogs the gastric secretion
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Table i.

137

Animal experi-

mented on

Rate of Hi-
injection y/kg

and min.

Gastric juice

Rate of secretion

cc per minute

0.2 0
Dog 21 kg,

Pawlov ponch
' 0.4 0

0.6 l.I

0.4 0
Dog 9.6 kg
Pawlov pouch

' ft R0.6U.5

0.(5 0.5

Cat, 2.8 kg, 1

decerebrate
)

0.7 0.2

Gat, 3.4 kg,
( ft ft 1

decerebrate J

Cat, 3.7 kg, f
0.7 0.3

decerebrate 1 1.0 1.0

Gat 5 kg, (
0.8 0.2

decerebrate
\ 1.5 1,4

is less sensitive than the blood pressure but probably more sen-

sitive than the bronchi. In dogs and in cats, however, the gastric

secretion will be stimulated by an increase in the histamine

concentration of the plasma, which is too small to be demonstrated

by extracting the plasma and testing the extract pharmacologic-

ally. We have found like Pratt (1940) that fasting cats under

chloralose have no spontaneous gastric secretion.

4. The urinary bladder. We have obtained promising but in-

consistent results on the cat. We have not as yet been able to

find out the experimental conditions under which the bladder

always responds to small doses of histamine. This part of our

work will be continued.

After operative exposure of the urethra extraperitoneally above

the symphysis a caunula was inserted into the bladder through the

urethra. The viscus was emptied and 20 to 50 cc warm Tyrode’s

solution slowly injected into the bladder. The cannula was connected

either with a U-shaped manometer filled with bromoform (density;

2,890) or with a membrane manometer for isometric registration. We
found cats under chloralose more satisfactory than when decerebrate,

since the spontaneous movements of the skeletal muscles in the latter

interfere with the registering of the pressure in the bladder.
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Fig. 6. Cat under ‘chloralose. Pressure in the femoral arterj' and motor activity

of the urinaty bladder as registered xrith a cannula inserted in the bladder and
connected with a broraoform manometer. Time in minutes. Injection of 0.C6 y

histamine per kilogram and minute.

The bladder may respond to histamine either by an increase of

the rhythmic contractions already at work before the injection of

histamine. Or, if the muscles are at rest, histamine may activate

them to contract. As far as we can judge at present this indicator

works more satisfactorily if the bladder is filled only to an amount,

which will not produce strong motor activity. Fig. 6 and 7 show

both types of response.

In a great proportion of the cats examined, the bladder re-

sponded to slow injections of O.G—1,5 y histamine per kg and min-

ute. Injections at these rates cause an increase in the histamine

concentration in the plasma too small to be demonstrated by

extracting the plasma and testing the extract on the gut.

Among the stimuli and reactions examined by us for their

power of liberating physiologically active histamine into the blood

stream, there is the venom of Vipera berus.^ In this paper we are

> It is showTi by Feldberg and Kellaway that snake venom liberates hista-

mine from perfused lungs (J. Physiol. 1937, 90, 257).
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Fig. 7, Cat xindcr cliloralosc. Bronchiolnr tone, pressure in a carotid artery and
activity of the urinarj- bladder are registered isomctrically. In the first part of the
tracing 0.8 •/ histamine per kg and minute was injected during 4 minutes. In the
second part of the curve 0.3 mg dried snake venom was injected intravenously.

not dealing with these experiments. We just want to show in

one example how the above described indicators work when
physiologically active histamine is liberated into the blood stream.

In the experiment represented in fig. 7 the blood pressure, the

bronchi and the bladder were first tested for their sensitivity to

histamine by slowly injecting 0.8 y histamine per kg and minute

during 4 minutes, later 0.3 mg dried snake venom^ was injected

intravenously into the cat. The effects on the bronchi, the blood

pressure and the bladder are qualitatively identical with those

produced by histamine. Quantitatively the effects after 0.3 mg
venom are stronger than during the previous slow injection of

histamine. The effects probably match those produced by ap-

proximately 1:5 y histamine per kg and minute. This amormt

would be too small to cause an increase in the histamine con-

* We are indebted to Professor H. Peteeson of the Serum Institute of the

previous state of Estonia for generously providing us with pure snake venom.
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centration of the plasma big enough to be demonstrable by ex-
tracting and testing. The histamine activity of this cat’s arterial
plasma was 110 yjl before and 110 yjl after the injection of
snake venom. If bigger doses of snake venom are injected in-

travenously, the histamine concentration of the whole plasma
may increase to an amount, demonstrable by Barsoum’s and
Gaddum’s original or modified methods.

Discussion.

It is striking that, although the plasma contains rather big

amounts of “histamine activity” a small increase in the histamine

concentration initiates dramatic changes in vascular and bronchial

tone, stimulates the secretion of gastric juice and augments the

motor activity of the bladder. The motor and secretory activities

remain augmented during the whole period of increased histamine-

concentration of the plasma. To produce these dramatic effects

the necessary increase in the histamine concentration is so small

that it cannot be estimated by Barsoum’s and Gaddum’s original

or modified methods. More concisely expressed, the necessary in-

crease amounts to less than 25 per cent of the normal concentra-

tion. The histamine concentration of a cat’s plasma, as determined

by this method, is for example 100 yjh At this concentration

no gastric juice is secreted, the bronchial muscles are relaxed,

the arterial blood pressure is normal and the urinary bladder

shows none or only a weak motor activity. On progressively in-

creasing the histamine concentration that stage can safely be

defined by the Barsoum-Gaddum method, where the increase

amounts to as much as 25 per cent. But long before the histamine

concentration increases from 100 to 125 yjl the studied effectors

become strongly activated. Actually, the increase necessary to

produce these effects seems to be very much less than 25 per cent.

Unfortunately the methods available do not tell the exact figure.

However, it seems unintelligible that 100 y histamine per liter

plasma should have no effect on the functions studied, whilst a

concentration somewhere in between 100 and 125 y per liter

should produce big effects. Among other facts, the shape of

the concentration-action curves of histamine strongly contradicts

this idea. Further, as is shown in table 2 there is no relation in

different animals between the “histamine activity” of the plasma

and the amounts of histamine which on injection produce effects.
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Fig. 4. Cat, chloralose. Action potentials from the sinus nerve. No large impulses.

A. spontaneous respiration, air. B. Hyperventilation with oxygen. C. the same
after the cutting of both vagodepressors. D. Blood pressure raised by injection

of adrenaline. E. after local application of 0.3 % lobeline hydrochloride on sinus.

Figures denote arterial blood pressure in mm Hg. Time 1/50 sec. Curves to be
read from right to left.

rCL The Presence in the Sinus Nerve of Small Pressure
Impulses.

Observations on the electroneurograms and on nerve prepara-

tions show that the number of fibres carrying big impulses is often

quite small, which is in some contrast to the conspicuous reflex

action on the general blood pressure assigned to them. By chance

we obtained a sinus nerve preparation which showed no large

impulses at all at the systolic increases in intrasinusal pressure. In

this preparation spontaneous respiration with air produced the usual

picture of small impulses, resulting from oxygen lack and carbon
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Sucli a relation may be expected if tbe injected histamine adds
itself to that normally present when producing effects. Our
experiments thus suggest that the histamine extracted and as-

sayed on the gut is present in the plasma in a physiologically

inactive state. Histamine, when present in a physiologically

active state, will produce effects in much lower concentrations

than those indicated by extracting the plasma. Normally there

may be no active histamine in the plasma.

TiiRETHEuaE (1938) has demonstrated that not only the intact

cell, but even cellular debris is capable of retaining its histamine.

After destruction of the internal structure of the debris this

histamine becomes diffusible. Threthewie emphazises that the

presence of cellular debris containing large amounts of histamine

must be considered when investigating in tissue extracts the con-

tent of "free” and “bound” histamine. According to this author,

who investigated the histamine content of the dog’s liver, there

is no evidence for the presence in this tissue of histamine in a

“bound” or “complex” form.

In our experiments the blood cells and cellular debris were spun

down by thorough centrifuging. It is further unlikely that the

histamine demonstrable in the plasma by the Barsoum-Gadddii

method has diffused in vitro from the blood cells. If this were so,

the histamine activity of the heparinized plasma ought to increase

if kept in vitro or centrifuged longer than in the routine procedure.

In our experiments there was no evidence of this possibility.

Summary.

1. The accuracy of determining the histamine concentration

in plasma by Code’s modification of the Barsoum-Gaddum

method is examined and its limitation is evaluated statistically.

2. The concentration-action curve of histamine on the guinea-

pig’s ileum is studied. The histamine activity of extracts prepared

according to the modified Barsodm-Gadddm method follows the

same concentration-action curve as does pure histamine.

3. The sensitivity as well as the accuracy of the pharmacological

assay of extracts containing histamine can be improved by adding

small, known quantities of histamine to the extracts.

4. In conditions, where histamine escapes into the systemic

blood flow, the procedure of extracting the plasma and assaying

the extracts pharmacologically is a much less sensitive test than

10

—

ilJ475. Acta phys. Scandinav. Vol. 2.
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the following indicators studied in our experiments: the arterial

blood pressure, the bronchiolar tone, the motor activity of the
bladder and the secretion of gastric juice,

5. Eeasons are given in support of the view that the histamine

activity found on extracting the plasma and testing the extract

pharmacologically is present normally in the plasma in a phys-

iologically inactive state.
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Aus dem biologischeu Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenbagen.

Die Bedeutung- der Aminosauren fiir die

Geivelbezellen in vitro.^>2

Von

ALBERT FISCHER.

Sdion seit langem weiss man, dass Tiere sich im N-Gleicb-

gewicht halten, konnen, wenn ihnen Proteinstoffe zugefiilut wer-

den, die man vorlier zu Aminosauren abgebaut batte. Neuere

Untersucbungen ergaben, dass junge Tiere nach Zufubr verbalt-

msmassig geringer Mengen reiner Aminosauren wacbsen und an

Gewicht zunebmen konnen, Rose (1938). Aus diesen und anderen

Peststellungen hat man gefolgert, dass Gewebszellen imstande

sind, Aminosauren direkt zur Syntbese der Eiweissstoffe auszu-

nutzen, aus denen das Cytoplasma und seine Produkte besteben.

Im Widersprucb zu diesem Scbluss steben die Ergebnisse der

Untersucbungen, die man bisber mit Aminosauren an geziicbteten

Gewebszellen in vitro ausfiibrte. Sie waren recbt eindeutig und

zeigten namiicb, dass Aminosauren entweder toxiscb wirken —
und das war der EaU bei zu boher Konzentration —, oder aber

dass sie obne jegb'cben Einfluss auf die Erbaltung des ZeUebens

Oder -wacbstums blieben. Diese Uivergenz musste naturlicb

eine gewisse Unsicberbeit bervorrufen, und so gab sie sogar mehre-

ren Stellen den Anstoss, die Erage nacb einer Resyntbese der

Eiweissstoffe im Darmkanal selber von neuem aufzuwerfen. Man
war sich klar dartiber, wie wicbtig es sei, das letzte Gbed im

Kxeislauf des Eiweissstoffes im Organismus berbeizuscbaffen.

Einen Beweis dafiir findet man in der Tatsacbe, dass Untersu-

^ Die TJntersuchimgen wurden u. a. mit Unteratutzung der Anna Puller-Foun-

dation ausgefiihrt.
* Eingegangen am 5. April 1941.
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chungen iiber die Wirkung der Aminosauren auf geziicktete Ge-
webszellen schon ausgefiihrt warden, als die Gewebekulturfcechnik
sich noch in einem sebr fruhen Stadium der Entwicklung befand,
und dass sie aucb gegenwartig nock fortgesetzt werden.
Burrows und Neym.vnn (1917) waren die ersten, die sich mit

dieser Frage beschaftigten, indem sie die Wirkungen von Mischun-
gen reiner Aminosauren und abgebauter Proteinstoffe unter-
suchten. Alsdann folgte eine Reihe Arbeiten von Carrel, Baker
und Ebeling (1922, 1924, 1926, 1928, 1933, 1939) Ma^r und
Fischer (1937), aus denen hervorging, dass die hoheren Abbau-
produkte der Eiweissstoffe (»Proteosen)>) wachstumfordernd wir-

ken, auf jeden Fall fiir kiirzere Perioden, und dass die Amino-
sauren nicht imstande sind, Zellwucherungen hervorzurufen

oder die Lebensdauer der Zellen zu verlangern.

Wir haben nun diese wichtige Frage noch einmal einer Bearbei-

tung unterzogen und dabei eine neue Technik imd ein Verfahren

angewandt, auf das man eigenartigerweise friiher nicht verfallen

war. — Im folgenden sollen die Wirkungen der Aminosauren und

der hoheren Spaltungsprodukte der Eiweisstoffe auf geziichtete

Gewebszellen beschrieben werden, wobei sich zeigen wird, dass

die Sauren doch direkt von den benutzten Gewebszellen ausgenutzt

werden. Diese sind namhch nicht selber imstande, wie man ge-

meint hat, die Proteine des Blutplasmas abzubauen. Aus den

Arbeiten Carrels und seiner Slitarbeiter geht hervor, dass sie

die Entscheidung der Frage danach einzurichten gedachten, ob

die Zellen auf Aminosauren durch Massenwachstum reagierten

oder nicht. Darin aber liegt einzig und allein der Grund, warum

die Wirkung der Aminosauren sich der Aufmerksamkeit der

Forscher entziehen konnte. Gewiss liesse es sich sehr gut denken,

dass die Gewebszellen noch auf andere Weise als durch Grossen-

anwachs ihre Ausnutzung der Aminosauren erkennen liessen,

sei es, dass diese eine Energiequelle bildeten oder etwa dass sie

direkt als Bausteine fiir das Zellprotoplasma oder dessen Enzym-

apparat dienten.

Wenn es nunmehr gegliickt ist, die Notwendigkeit und den

Wert der Aminosauren fiir die Erhaltung des Lebens der Gewebs-

zellen nachzuweisen, so ist das einerseits der Anwendung einer

neuen Untersuchimgsmethode zu verdanken, andrerseits aber auch

der Befreiung von jener Vorstellung, wonach die Zellen auf Amino-

sauren unbedingt mit Wachstum reagieren miissten.

Da sich Aminosauren in den zur Ziichtung von Gewebszellen
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gewohnlich benutzten Nahrboden finden, bestand unsere Aufgabe
darin, sie daraus zu enfcfernen. Sind sie fur die Gewebszellen von
Bedeutung, so musste nun unbedingt ein Mangelzustand eintreten,

der dann durch Zusatz von Aminosauren zum Medium wieder
ausgeglicben werden konnte. Obendrein ware da vielleicbt eine

Gelegenbeifc, die Bedeutung der einzelnen Sauren festzustellen.

Verpflanzten wir nun Gewebekulturen in Medien, die dialysiertes

Plasma, Serum und Embryonalextrakt entbielten, so fanden w,
dass sie innerhalb selir kurzer Zeit zugrunde gingen. Das Wachs-
tum wurde jab unterbrocken und die Zellen wiesen schwere mor-
pkologiscbe Veranderungen auf: im Anfang wurde das Protoplasma

stark kornig, dann aUmahlick vollstandig von Vacuolen durck-

setzt, und zuletzt foigte ein Versckwinden der Zellformen und
ikre Auflosung. Ausser den Aminosauren finden sick naturlick

nock andere dialysierbare Stoffe im Blute, und "wir kaben die

Hoffnung, durck unser Verfakren auck deren Bedeutung nack-

weisen zu konnen.

Tecbuik.

Die zu den Untersuchungen benutzten Gewebszellen von Htiknern
waren in homologen Medien geziicktet. Blutplasma und Serum werden
in der ublichen Weise unter aseptischen Kautelen gewonnen, Fischer

(1930). Um bei der nacbfolgenden Dialyse eine Koagulation des Plas-

mas zu verhindexn, werden 25 ml Plasma mit 3 ml in pbysiologiscker

Kocksalzlosung gelbstem Heparin, 0.5 pro mille, (Aktivitat K= 1.4;

Astrup, 1938) versetzt. Benutzt man starkere Heparinpraparate,

so wird man die Menge naturlick entspreckend verringern. Die Dialyse

von 25 ml Blutplasma fiikrt man aus gegen 1.5 1 Eingerlosung, die

0.1 % Glukose enthalt. In einem 2 1 fassenden Erlenmeyer-Kolben

halt man 1.5 1 der Glukose-Ringerlosung bereit. Um ein Glasrokr bindet

man ein Stiick Zellophanschlauch, den man unten mit einem Glasstab

verschliesst. Zwei Glasarme am oberen Ende des Glasrohres ruhen

auf dem Kolbenhals und verhindern so ein Heruntergleiten des Robies.

Oben wird das Glasrohr mit einem Wattepropf verschlossen. Dann
kommen Glasrohr mit Zellophanbehalter in den Kolben, und dieser

wird oben mit Watte um das Rohr herum verschlossen. tlber den

Kolbenhals setzt man nun ein Becherglas (Abb. 1) und nun kommt der

Apparat mit der Aussenfliissigkeit in den Autoklaven. Nach vollstan-

diger Abkiihlung bringt man 25 ml Serum- oder Heparinplasma in den

Zellophanbehalter. Der Kolben wird wieder mit dem sterilen Becher-

glas geschlossen und dann in den Kiihlschrank bei 2° C gebracht.

Nach Verlauf von 7—8 Tagen wird das Serum entnommen. Das

geschieht in der Weise, dass man mit einer sterilen Pinzette das Glas-

rohr und den grossen Wattepropf so weit heraushebt, dass die Finger

es ergreifen konnen, ohne den Rand des Kolbenhalses zu beriihren.
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Der Zellophanbehalter wird abgenommen und fiber erne crosse RiPriUPetrischale gebalten. Mit steriler Schere sclmeidet man^ein Loch^nden unteren Ted des Bebalters, fangt den Inhalt in der Schale auf undkanu ibn von da entnehmen.
“

Die Dmiyse des Embryonalsaftes wird in gleicker Weise aua^efuhrtMan yechselt Aussenflfissigkeit nicbt. Das Verhaltnis zwischen dSiInbalt des Zellopbanbehalters (25 ml) und 1.5 1 wird, wenn das Glekk-

Abb. 1. Einrichtung zur aaeptischen Dialyse, Erklarung im Text.

gewicht erreicht ist, einer 60fachen Verdfinnung der dialysierbaren

Stoffe im Serum entsprecben.

Die XJntersucbungen wurden ausgeffibrt mit periostalen Pibroblasten

au3 dem Os frontale eines 14 Tage alten Huhnerembryos, (Dolschansky,

1929) nacb einer Zfichtung durch 7—^25 Dbertragimgen. Jede Kultur

wird balbiert, die eine Halfte dient als KontroUe ffir die andere. Fiir

die Versucbe wurden Carrel-Flaschen, Type D-3.5, benutzt. Im Ver-

lauf der Arbeiten wurden einige Abandenmgen des Verfabrens getrof-

fen. So kam die Metbode des wecbselnden Auswascbens mit der be-

treffenden bTabrldsung, wie von Fischer und Parker (1929) angegeben,

zur Anwendimg. Die Zellen wacbsen im blossen Plasmakoagulum,

also nicbt imter einer Flussigkeitsscbicbt, abgeseben von den vier

Stimden jeden zweiten Tag, wo nacb einstundigem Wascben mit

Tyrode-Losung die Nabrlosung zugesetzt wird. Das pH der T^ode-

losung wird auf etwa 7.5 eingestellt, indem man sie vorber mit COj

durcbperlt.
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Ein anderes Verfahren bestand darin, dass man das Wacbstum unter
einer bleibenden Scbicbt von 0.5 ml der betreffenden Nabrlosung oder
von dialysiertem Serum oder Heparinplasma vor sicb geben lasst,

denen die Stoffe zugesetzfc sind, deren Erganzungswirkung xmtersucbt
werden soU. Setzt man ein klein wenig mehi Heparin dem Plasma
binzu, so kann dieses sicb sogat beim Vorbandensein der tbrombo-
plastiscben Gewebeextrakte bei Korpertemperatur dauernd fliissig

balten.

Diese Versucbe wurden folgendermassen ausgefiibrt; 0.5 ml friscbes,

nicht dialysiertes Plasma wird in die Flascben gebracbt. Man setzt 1 ml
Ringerlbsung und einen Tropfen stark verdiinnten, nicht iialysierten

Embryonalsaft binzu (4. Zentrifugat). Unmittelbar darauf kommt jede
der beiden korrespondierenden Halften in eine Plascbe. 1st das Plasma
koaguliert, so setzt man 2 ml Tyrodelbsung binzu, die man nacb
einstiindigem Steben bei Zimmertemperatur wieder absaugt. Nun
zeicbnet man die Umrisse der Kulturen auf und bringt diese daim fur

48 Stunden bei 39° C in den Tbermostaten. Nacb dieser Wacbstums-
frist beginnt der eigentlicbe Versucb. Man wascbt die Flascben eine

Stunde Tang mit 2 ml Tyrode und saugt sie wieder ab. In alle Flascben

kommt darauf 0.5 ml dialysiertes Heparinplasma oder Serum mit
einem Gebalt von 25 % Tyrodelbsung. Die Flascben mit den Ver-

sucbskulturen bekommen ausserdem die Losung, deren Wirkxmg imter-

sucbt werden soil, Als Ausgleicb fur diesen Zusatz bei den Versucbs-

kulturen wird den Kontrolikulturen nocb das Losungsmittel (Tyrode

oder Ringer) des Stoffes binzugegeben. Die flussige Phase in den Kul-

turen iibersteigt selten 0.7 ml. Taglicb zeicbnet man nun den Umriss

der KMturen auf, untersucbt die Zellen sorgfaltig im Mikroskop und
tragt eine Bescbreibung bei der betreffenden Umrisszeicbnung ein.

Es werden gleicbzeitig Versucbsserien in 24—48 Flascben angelegt,

wobei jede Versucbsanordnung drei Kulturen mit den eutsprecbenden

Kontrollen umfasst,

Bei der jeden zweiten Tag ausgefubrten Auswascbung mit Tyrode

wird scbnell ein sebr grosser Teil des Serums, Shtbata (1929), und

namentlicb alle dialysierbaren Stoffe aus dem Koagulum entfemt,

das in diesem Falle aus nicht-dialysiertein Plasma bestand. Bei Zusatz

von dialysiertem Serum mit einem Gebalt an Lbsungen bekannter

Zusammensetzung werden diese im Koagulum scbnell aufgenommen

und ersetzen die ausgewascbenen Stoffe.

Ein anderes Verfabren berubt darauf, dass die Kulturen von Anfang

an in dialysierte Medien eingefiibrt werden. Dialysiertes Heparin-

plasma kaim, wenn es nicbt zu alt ist, leicbt mit dialysiertem Embryo-

nalextrakt zur Gerinnung gebracbt werden. Bei dieser Metbode beginnt

der Versucb sofort, also ebe im implantierten Gewebsstiick Wachsti^

zustande gekommen ist. Jede der Metboden bat ibre Vorteile, man wird

sie je nacb den vorliegenden Umstanden wablen.
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Abb. 2 . Photographic der ungefurbten Ivult-ir Xr. 1486 (x 300) ia frischem
Serum.

Experinieutelles.

1 .

Halbierfc man eine Kultur und briugt jede der Halften in eine

Flasche fiir sich und in ein Zuchtungsmedium, das in beiden

Fallen genau das Gleiche isfc, so wachsen beide naifc derselben, im

iibrigen recbt grossen Scbnelligkeit, selbst wenn das Medium

vorber mit Tyrode ausgewaschen wurde. Nun wascbt man die

Fiulturen 48 Stunden spafcer wiederum eine Stunde mifc Tyrode.

Versetzfc man dann die eine Kulfcur mit 0.5 ml dialysiertem Serum,

die andere dagegen mit 0.5 ml desselben, aber nicbt dialysierten

Serums, so seben wir folgendes: Wabrend das Wacbsen der Kultur

im nicbt dialysierten Serum mit grosser Intensitat weitergebt,

gerat es in der Kultur mit dem Dialyseserum fast augenbbckbcb

zum Stillstand. Gleicbzeitig macben die Zellen im Dialyseserum



Abb. 3. Photographio d. ungefarbten Kultur Nr. 1891 (x 300) in Dialyseserum.

Veranderungen duxch, die sie in starken Kontrast zu denen im

normalen Serum bringen. Diese Veranderimgen werden von

Tag zu Tag grosser. Die Zellgrenzen verwiscben sick, die Zellen

selber verlieren ibre geometriscbe Dorm und fliessen in eman er

iiber. Das Protoplasma zerfallt zu einer kornigen, unbestimm-

baren Masse. Dieser autolytische Vorgang verlauft ausserordent-

Hch schneU und ist ganz augenfaUig. Unter gewissen, spater nock

zu erorternden Umstanden verlauft das alles so gewaltig sckneU,

dass die ZeUenkolonie 24 Stunden nack dem Zusatz des Dialyse-

serums sick in voUiger Auflosung befindet und den ^
direkten toxischen Einwirkung kervorrufen kann (* • 'll- •

Der Vorgang steUt eine stiirmisck verlaufende Eeaktion m
ausgepragten Symptomen eines Mangelzustandes dar, die kook t

eindruck^oU die Bedeutung der bei der Dialyse entfernten S o^e

niedrigmolekularer Art vor Augen fiikrt. it lesem

versuck kaben wir die idealsten Voraussetzimgen gewonnen zm

Ausfindigmackung von Stoffen, die diesen Mangelzustand auf-
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heben koimen. Wir zieben daraus die wertvolle Lebre, dass die •

benutzten mesencbymalen Gewebszellen unter den Versucbs-
bedingungen Tceineswegs imstande sind, die vorJiandenen Protein-
stojfe direkt auszunutzen.

Legt man die Kulturen nicbt, wie bier bescbrieben, in normalem
Plasma an, sondern in dialysiertem Heparinplasma, das mit
dialysiertem Embryonalexfcrakt koagubert ist, so unterbleibt
praktiscb genommen jedes Wacbstum. Hocbstens einige wenige
Zellen sprossen aus dem implantierten Gewebe beraus nnd bieten

dann alle Anzeicben degenerativer Veranderungen. Aus bestimm-
ten praktiscben Griinden, ausserdem aucb in Hinbbck auf weitere

Orientierung, baben wir einen grossen Teil Untersucbungen mit
der zuerst genannten Tecbnik ausgefiibxt, wobei also die ELulturen

zimacbst kurze Zeit wacbsen durfen, ebe sie den Versucbsbedin-

gungen unterworfen werden. Das verscbafft gewisse Yorteile.

Zunacbst ist es eine Art Sicberung, wenn man beobacbten kann,

dass die Wacbstumsvorgange vor Beginn der Versucbe in Kon-

troll- und Yersucbskulturen genau ubereinstimmen. Ausserdem

ist es aucb wertvoll, die morpbologiscben Veranderungen, denen

die scbon ansgewacbsenen Zellen unterliegen, beobacbten zu

kbnnen; das ist ja nicbt moglicb, solange nocb kein Wacbstum

stattgefunden bat.

2 .

Zunacbst war die Frage zu entscbeiden, ob die beobacbteten

Veranderungen der Zellen im Dialyseserum einem Mangel an

lebenswicbtigen Stoffen zuzuscbreiben waren, oder ob sie durcb

eine bei der Dialyse entstandene irreversible Veranderung der

nicbt dialysierbaren Komponenten, mit etwaiger toxiscber Wb-

kung im Gefolge, veranlasst wuiden. Das wurde auf zweierlei

Weise untersucbt. Zuerst wurden die Wirkungen des Dialyse-

serums mit denen der Tyrode-Losung allein vergbcben. Dabei

zeigte sicb, dass das Aufboren des Wacbsens imd das Eintreten

der Degenerationserscbeinungen scbneller in den Kulturen mit

Tyrode erfolgt als in den Parallelkulturen mit Dialyseserum. Die

Ursacbe bierfiir, die spater nocb zu besprecben sein wird, muss

im DoETNAjNeffekt gesucbt werden. Eine andere Versucbsanord-

nimg wurde so getroffen, dass beide Kulturbalften die gleicbe

Menge Dialyseserum bekamen, aber die eine ausserdem Normal-

serum, dessen Menge variierte (1951—1974). Wabrend die Kon-

troUen einen Zusatz von 0.5 ml Dialyseserum, mit gleicben Teilen
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Fig. 5. Sinus nerve, cat. No “chemical” impulses. A. Blood pressure 70 mm
Hg, B. 165 mm Hg, C. 220 mm Hg, D. after 3 mg lobeline hydrochloride intra-

venously. Blood pressure 100 mm Hg. No activation of pressure impulses. Time
1/50 sec. Cur\'e3 to be read from right to left.

dioxide. These impulses were removed by artificial hyperventilation

with oxygen. If, now, the arterial blood pressure was raised from

66 to 114mm by section of both vagodepressors, a series of impulses

appeared at each systole, though the intersystolic phase was free

from impulses. Further increase of pressure up to 150 mm Hg, as

a result of an injection of adrenaline, greatly augmented these

impulses, as is seen in fig. 4 D. We must therefore regard these

small impulses as being derived from pressor receptors. Applica-

tion of lobeline locally removed these impulses, though the general

blood pressure remained high (140 mm). In all probability these

small pressure impulses play their part in the reflex lowering of

the general blood pressure. A closer study of previously obtained

electroneurograms of sinus nerve show beyond doubt that, after

the removal of the small impulses in the intersystolic phases by
injection of ammonia or hyperventilation with oxygen, there is

stiU a considerable number of small impulses during each systole,

mingled with the large impulses which usually dominate the picture

(see fig. 9 B in Euler. Liljestrand and Zotterman, 1939).
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Tyrode verdiinnt, bekamen, gab man den Versuchskulturen nock
0.5 ml einer der vorker zubereiteten Jlischungen folgender Zusam-
mensetzung (Tab. 1).

Tal). 1.

% TjTodo % Dialysescrum % Xormalserum

60 60 0
40 50 10
30 50 20
20 50 30
10 50 40
0 50 50

Ohne Normalserum befanden sick beide Eulturkalften drei

Tage nack Beginn des Versucks in Aufldsung. Bei 10 % Noriml-
senan war das Bild ziemlick das gleicke. Bei 20 % Normalserum
gab es einen deutlichen Unterschied: die Kulturen mit Normal-
serum (20 %) batten reckt Hare und guterkaltene Zellen, bis

der Versuck 6 Tage spater abgebrocken wurde; die Kontrolle

dagegen war nack drei Tagen in Anflosung. In den Gruppen mit

30—50 % Normalserum hielten die Zellen sick bis zum Abbruck

der Versuche vollstandig klar, wakrend die Kontrollen sick am
dritten Tage in Anflosung befanden.

Das beweist deutlick, dass eine verkaltnismassig geringe Menge

Normalserum imstande ist, die Mangel des Dialyseserums auszu-

gleicken. Wakrend geringe Mengen Normalserum die Degenera-

tion imd Anflosung der Zellen verkindern, rufen grosse Mengen

sogar Wachstum kervor. Aus Abb. 4 ist ersiclitlick, dass das

Wacksen fast aller Kontrollen am zweiten Tage nack Anlegung

der Kulturen aufkort, d. k. also zu der Zeit, da der Versuck be-

ginnen sollte. Bei den Versuckskulturen trifft das auck bei 0

und 10 % sowie z. T. bei 20 % Normalserum zu. Bei 30, 40 und

50 % Normalserum zeigt sick deutliche Wackstumssteigerung.

Bei 20 % siekt man eine erste Andeutung des Wacksens und

erkennt auck deutlick die konservierende Wirkung auf die Zellen

im Gegensatz zu denen der KontroUen.

3.

Es liegt nake, die erganzenden Stoffe im Dialysat zu suchen. Zu

diesem Zwecke wurde eine grosse Menge Serum von Ocksen und

Huknern dialysiert, Als Aussenflussigkeit wurde destilliertes

Wasser genommen, um eine zu grosse Salzkonzentration zu ver-
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meiden, 'Wenn bei der Abdestillation in Vakuum die Eindampfung
•erfolgt. Wie erwartet batte das Dialysat deutlicb erkennbare
Erganzungswirkung auf das dialysierte Serum. Aus vorlaufig

noch unbekannten Griinden war es jedocb nicbt so wirksam wie

das intakte normale Serum. Das Dialysat vertragt Kocben und
Eindampfung bis zur Trockenbeit, obne seine Wirkung zu verlie-

ren. Eine Losung der ausgeglubten Salze war inaktiv.

Ganz der Erwartung entsprecbend batte das Ultrafiltrat

(Becbold-Eilter) von Hubnerserum, verdiinnt mit gleicben Teilen

Eingerlosung, gute komplettierende Wirkung, allerdings bedeu-

tend geringer als die des frischen intakten Serums.

Enter Hinblick auf eine etwaige Bedeutung dialysierbarer

Aktivatorstoffe fiir enzymatiscbe Vorgange wurden aucb orien-

tierende Versuche mit Dialysaten aus Ocbsennierenextrakt ange-

stellt. Sie erweisen sicb unter den Versucbsbedingungen als

wirkungslos. Das Gleicbe trifft fiir die Vitamine der B-Gruppe

zu. Lebedew-Hefesaft, der im Asbestfilter einer sterilen Filtrierung

unterzogen war, besass einige Wirkung. Es stellte sicb beraus,

dass diese der Anwesenbeit proteolytiscber Enzyme im Extrakt

zuzuscbreiben waren. Nacb dem Kocben blieb die Wirkung aus.

4.

Um Klarheit iiber den Wert hoberer und niederer Abbau-

produkte der Eiweissstoffe als erganzende Faktoren des dialy-

sierten Ziicbtungsmediums zu gewinnen, gingen wir zunachst

datan, das bei der Dialyse inaktivierte Serum mit Trypsin ab-

zubauen.

1981—2 . 30 ml Hubnerserum, das 8 Tage gegen Ringerglukose

dialysiert war, wurde mit 350 ml destillierten Wassers versetzt und mit

15 ml Chloroform gescbiittelt, dann mit NaOH bis zur Reaktion auf

Phenolpbthalein alkalisch gemacht. Nacb Zusatz von 0.6 g Trypsin

(Merck) wurde es in den Thermostaten bei 39° C gebracht. Am nachsten

Tage wieder NaOH bis zur deutlicben Reaktion auf Phenolphthalein

hinzugegeben. Nacb 8 Tagen dampft man die Losung bis auf ca. 30 ml

ein. Das pH ist ca. 7.5, Gesamt-N = 445 mg%, Amino-N = 141 mg%.
Von dieser Losung wurde den Yersuchskulturen (1532) O.i ml bnizu-

gesetzt, die auf das ganze Medium (2 ml) verteilt 7 mg% Amino-N

ausmacht.

Wabrend die Zellen der Kontrollkulturen 48 Stunden nacb

Beginn der Versucbe stark von Vakuolen durcbsetzt waren und

sicb nacb 72 Stunden in Auflosung befanden, blieben die unter
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dor Einwirkung dos nhgobnuten Soruins stchcnden Zellen 8 Tage
Inng vollig klnr und nktiv. Xncli dicsor Zcit wiirden die Kulturen
in nndcrc FlnRclien mit dcm gleichen Medium iibcrfiihrt uud in
dicser AVcisc 4 Woclion geziichtet. I)nnn 'n'urdcn die Ycrsuchc
cingcstellt.

AuP.‘;or Aniinosiiuren onDiieU die.?e.-5 Vrupnrat aiich hoherc
Spaltungsprodukte, wio nns dern Verh/iltnis zwischen Gcsamt*X
und Aniino-X borvorgelit. Da die Kulttiren nn Mn?so zunahmon,
muss man amiehrnen, dnss dies den liohoren Polypeptiden zuzu-
polireiben ht, wio beknjuitlicli die Unfcrsuchungcn von Bakkh
und C'AP.Rr.t, nufzoigten (1928). Wie spator vorgcfUhrt werden
.soil, bcu-irken <lic .Aminosiiuren nllcin unter dic-sen Versuclis-

bedinpungen .«o gut wie gar koine Wnchstumserhoimng. Sic haltcn

violmchr nur dns Zellcbon nufrecht, v'ns in dem ge.sundcn und

normnlon Ausselion dor Zellen r.urn Ausdruck kommt. Dns geht

nueh deutlicli aus folgendem Ver.such ljcr\'or:

Ein Toil des tryptiseh verdauton Dinlysescrum.s u'urdc witercr

Hydrolyse ilurch Ibstundigcs Koeben mit ca. 25 % H.SOi (J9S1

—
8) unterworfen. Xnch Zusatz von Tryptophan (rum Ersatz

fiir dns bei dor 8aureliydroly.se rerstorte) hatte auch dieses Pro-

dukt aupgcsproehen kompletticrende Wirkung, jcdoch keine

eigonllich wnchstumfdrdernde Kiponsclmft (1759).

Dio gleiche kompletfieronde M’irkunp be.snsson auch andcrc

mit Trypsin verdnute Proteine. So orpab kristallinisches Ei*

albumin cin nkfives Produkt mit %vach.stumsfordcrnder Wirkung

(1433). Dasselbe gdlt fiir trypsinvordautos Och.senblut, horgestollt

nacdi Baki:r und EimM.vo (1939), sou-ie fiir Globulin nns Huhnor-

.scrum (1347; 1399),

Dieso orient ieronden Untor.suchungon paben uns cin dcutliches

Bild dnvon, dass Amino-snuren cine wichtige Rolle fiir die Auf*

rochtcrhaltung dos Zellcbcns spiclcn. Pcsonders lehrreich ist dcr

Vorsuch, alls dem .sicb orgibt, das.s das insufiiriente Dialyseseium

in cine Form vcr'Vandclt iverden kann, au.s dor die Zcllcn ihren

X-Bcdarf decken konnen, worm e.s vorher mit Tr^-jisin nbgcbaut

ivurde. Damit wird oindoutig be.statigt, dnss die Zellen sclber

dicsen Abbau nicht vorrunohmon vormogen.

Urn cino bc.ssorc Yorstellung von dcr Bedoutung der Amino-

sUuron zu erlnngcn, Imbon wir ein panr grobe Fraktionicrungen

dor Proteinstoffc, die entweder mit Tr^-psin oder durcli Siiure-

hydrolysc abgebaut waren, nusgefuhrt.
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SdureJiydrolyse.

V-J3. 200 g getrocknetes Fibrin (Kahlbaum) wird 16 Stunden mit
750 ml Wasser und 250 ml konz. Scbwefelsaure gekocbt. Dann wird
2.4 1 Wasser zugesetzt, filtriert, darauf pulverisiertes Ba(OH), zuge-
geben, bis die Saure ziemlick beseitigt ist. Die Losung -mrd fdtriert;

der Bodensatz mit Wasser gekocbt, dann ebenfalls filtriert. Die Filtrate
werden zusammen im Wasserbad im Vakuum auf 1.5 1 eingedampft.
Nocbmalige Filtrierung. Unter vorsicktigem Zusetzen von Ba(OH)2

v?ird der Best der Sckwefelsaure entfemt. Jetzt entnimmt man 5 ml,
verdiinnt sie mit 20 ml pkysiol. Kochsalzlosung nnd sterilisiert im Auto-
klaven. Die Fraktion bekommt die Bezeicknung V-13, ihr Gekalt an
Total-N ist 241 mg%, an Amino-N 196 mg% (Total-N nack Kjeldakl,
Amino-N nack van Slyke bestimmt).

V-19.1. Das Filtrat wird auf ca. 300 ml eingedampft, steht dann
24 Stunden bei 0° und vird darauf filtriert. Der Niederscklag wird
in 500 ml warmen Wassers gelost. Nack Filtrierung wird auf 150 ml
eingedampft. Nack zweitagigem Steken bei 0° wird filtriert. Eine
Losung kiervon in pkysiol. NaCl wird V-19.1 bezeicknet. Total-N = 48
mg%, Amino-N = 43 mg%.

V-19.2. Ausfallung von V-19.1 mit aktiver Kokle zur Entfernung der

farbigen Begleitstoffe. Total-N = 10.4 mg%, Amino-N — 10.7 mg%.
V’2I,i. Das Filtrat aus V-19.1 wird auf 200 ml eingedampft imd be-

kommt einen tJberschuss von Baryt. Hinzugegeben wird das vierfacke

Volumen 96 % Alkokol. Bleibt zwei Tage bei 0° steken, wird filtriert,

in 500 ml Wasser gelost. Ein geringer Ubersckuss von Sckwefelsaure

kommt kinzu, dann Filtrierung. Der tJbersckuss an Sckwefelsaure

wird mit Baryt entfernt. Fdtrienmg, Eindampfung im Vakuum,
Trocknen iiber Sckwefelsaure im Vakuum. Bezeicknung; V-21.1;

Total-N = 230 mg%, Amino-N = 218 mg%.
V-21.2. Ausfallung von V-21.1 mit aktiver Kokle. Total-N = 113

mg%; Amino-N = 92 mg%.
V-23.1. Das AlkokoKiltrat aus V-21.1 wird mit Sckwefelsaure

sckwack sauer gemackt. Filtrierung, Abdampfung des Alkokols im
Vakuum. Vollstandige Entfernung der Sckwefelsaure mit Baryt, Fil-

tration, Eindampfung im Vakuum, Trocknen fiber Sckwefelsaure.

Bezeicknung: V-21.1; Total-N = 232 mg%, Amino-N =188 mg%.
V-23.S. Ausfallung von V-23.1 mit aktiver Kokle. Total-N = 118

mg%, Amino-N = 98 mg%.

Die Wirkung dieser Losungen auf die Gewebszellen im dialy-

siertem Medium kann folgendermassen kurz zusammengefasst

werden: (alien Losungen wurde Tryptopkan als Ersatz fur das

bei der Sauiekydrolyse zerstorte zugesetzt)

V-13: Von den versckiedenen Konzentrationen dieser Losung

erwies sick diejenige als die giinstigste, die einem Gekalt von

7.8 mg% Amino-N, auf das ganze Medium berecknet, entsprack.

In diesem Verkaltnis katte sie deutlick komplettierende Wirkung,
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jedocL. nur dann, wenn die Kulturen jeden zweiten Tag vier Stun-
den Mndurch damit gewasclien waren (1505). Wirkte das Hydro-
lysat dauernd auf die Kultirren ein, wenn auch. nur in schwaclier
Konzentration, so traten Anzeichen einer toxischen Wirkung auf,

V-19,i: Die in Wasser schwerloslicken Aminosauren iibten
eine deutlicke Scliutzwirkung auf die Zellen aus (1727).

7-21,1: Die in Wasser leichtloslicken, in Alkokol aber scbwer-
loslicben Aminosauren in einer Konzentration von 2,1 nig%
Amino-N besassen nur geringe Wirkung (1731).

7-23,1: Die in Wasser und Alkobol leicbtloslicben Sauren in

einer Konzentration von 1.9 mg% Amino-N waren obne Wirkung.
Die mit aktiver Koble ausgefallten Fraktionen batten praktiscb

genommen dieselben Wirkungen wie die vorstebend aufgefiibrten

entsprecbenden (2095; 2099; 2103).

Eine ganz abnlicbe Reibe von Untersucbtmgen wurde mit

trypsinverdautem, friscb ausgefalltem Ocbsenfibrin vorgenommen.

7-32.1. 250 g friscb ausgefalltes Ocbsenfibrin, durch Rekalzifierung

von Oxalatplasma gewonnen, wird mit 2.5 1 Wasser und 10 g Trypsin

(Merck) unter Zusatz von Ammoniak bei 37° C verdaut. Man setzt

Toluol zu, filtriert nach drei Tagen und dampft im Vakuum auf ca.

900 ml ein, erwarmt 5 Minuten lang bis zum Kocben, kiiblt ab imd

filtriert. Dann wird eine Probe entnommen, mit HCl neufcralisiert und

im Autoklaven sterilisiert,

Total-N = 670 mg%; Amino-N = 267 mg%,
7-32.3. 730 ml der Fraktion V-32.1 werden mit 13 ml 10%iger

Trichloressigsaure versetzt xmd bleiben bis zum nacbsten Tage stehen.

Filtrierung und Abdampfung in offener Scbale bis auf ca. 200 ml. Die

nunmebr neutrale Losung wird mit 200 ml Wasser verduimt,

Total-N = 1137 mg%; Amino-N= 495 mg%.
7-32,4, Eindampfung bis auf 100 ml, Zusatz von 400 ml 96 %

Alkobol. Bleibt bis zum nacbsten Tage steben, dann Filtrierung,

Abdestillierung des Alkobols, Zusatz von Wasser und emeute Destil-

lierung.

Total-N = 1018 mg%; Amino-N = 410 mg%.
7-32.5. Der Niederscblag aus der Ausfallung mit Alkobol wnd m

150 ml Wasser gelost, dann Filtrierung, Troc^ung des Niederschlages

liber Scbwefelsaure. Hiervon wird eine Teil in Wasser gelost.

Total-N= 34.2 mg%; Amino-N = 13.5 mg%,
7-32.6. Dem Filtrat aus den in Wasser scbwerlosbcben Sauren

iy^-32.5) wird Wasser hinzugesetzt, der Alkobol abgedampft.

Total-N = 893 mg%; Amino-N = 433 mg%.

Diese Fraktionen besassen folgende Wirkungen:

7-32.1: toxiscb in einer Konzentration von 5.3 mg% Amino-N

im Medium, nur geringe komplettierende Wirkung bei 2.0 und

2.6 mg% (1589).
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V-32.3: Bei einer Konzentration von 2.4 mg% Amino-N
im Medium vrird deutlich komplettierende Wirkung beobacktet.

V-32.4: Bei einer Konzentration von 2.0 mg% Amino-N
konnte klar erkennbare Wirkung festgestellt -werden. Die Kultur
wird fortgesetzt in mebreren Ubertragungen geziichtet.

5.

Der erste Versucb mit reinen Aminosauren^ umfasst folgende

Miscbung: 1-Leucin, d-Glutaminsaure, d-Arginin, 1-Cystin,

1-Histidinmonohydrochlorid, Tyrosin, /9Alanin imd Tryptophan
(1377). Von dieser Miscbung wurden 0.5 ml, die in physiol. Kocb-
salzlosung gelost und neutrabsiert waren, den Kulturen zugesetzt,

vrobei die Konzentratign, auf das ganze Medium berecbnet, ca.

7 mg% Amino-N betrug.. Das ist eine Konzentration, die so ziem-

licb der im Blute bestebenden entspricht. Eine konservierende

Wirkung war so gut wie garnicht bei dieser Miscbung zu erkennen.

Darauf wurde sie in kleinere Gruppen geteilt und jede Miscbung

fiir sicb gepriift.

Bei den folgenden 5 Aminosauren: Tyrosin, Leucin, Glutamin-

saure, Cystin und Arginin stellte sicb heraus, dass sie eine ganz

geringe komplettierende Wirkung besassen (1409). Wabrend die

KontroUkulturen 48 Stunden nach Versuchsbeginn in Auflosung

gerieten, waren die Zellen der Versuchskulturen recbt gut erbalten,

wenn auch das Protoplasma am 5. Tage nacb Versuchsbeginn

grobe Kornung aufwies.

Darauf wurden dieselben Aminosauren gepriift, das Cystin

(1415) aber ausgelassen. Hierbei zeigte sicb nicbt nur volbge

Wirkungslosigkeit, sondern sogar eher noch eine Bescbleunigung

aller Zerfallserscbeinungen.

BisWeilen versucbten wir, die Kulturen zu regenerieren, also

wieder zum Wachsen zu bringen, um dadurcb festzustellen, ob

die Zellen nocb am Leben waren oder nicbt. Diese Probe bildet

erne wertvolle Erganzimg zu der fiber die morpbologischen Ver-

anderungen der Zellen.

Die Regenerationsprobe wird in der Weise ausgeffibrt, dass

man den Versucb abbricht und den betreffenden Kontroll- und

Versuchskulturen an Stelle des Versuchsmediums nicM dialysiertes

frisches Serum und friscben Embryonalextrakt zusetzt. Die

^ Fur liebenswurdige tJberlassung einiger der benutzten Aminosauren spreohen

wir der Firma Hoffman-La Roche, Basel, unseren Dank aus.

11—411475. Acta phys. Sca7idinav. Vol. 2.
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Wirkung wird mehrere Tage lang beobacktet. Sind die Kulturen
am Leben, so werden die Zellen scbnell ibr Ausseben verandern
nnd anfangen, lebbaft zu wacbsen.

Folgende Miscbung von 9 Aminosauren wurde in drei verscbie-
denen Konzentrationen versucbt; d,l-Valin, 1-Leucin, d,l-Isoleu-
cin, d-Lysindibydrocblorid, Tryptophan, Histidinmonobydro-
cblorid, Pbenylalanin, Metbionin und Arginin (1605), Die Kon-
zentration der Losung betrug 21 mg% Amino-N (A.-N). Es zeigte
sicb so gut wie garkeine Komplettierungswirkung der Miscbungen
in einer der gewablten Konzentrationen: l.Oj 2.1 und 4.2 nig%
A.-N im Medium. In der Konzentration von 4,2 mg% war die

Wirkung eber eine toxiscbe.

Folgende Miscbung von Aminosauren batte unzweifelbaft

komplettierende Wirkung: Cystin, Histidin, /5Alanin und Tryp-

tophan, (1421; 1617). Der Versucb wurde ausgefuhrt mit drei

Konzentrationen dieser Miscbung, die 35 mg% A,-N enthielt.

In der Konzentration 1.7 mg% A.-N bielten die Kulturen 8 Tage

aus, wabrend die entsprecbenden KontroJIen am vierten Tag in

voUer Auflosimg waren. Der Eegenerationstest am 10. Tag war

bei den Kontrollen negativ, bei den Versucbskulturen stark

positiv. In den Konzentrationen 3.5 mg% A.-N waren die

Kontrollen am 4.—5. Tag in Auflosung, die Versucbskulturen

am 5.—6. Tag. Der Eegenerationstest am 8. Tage war negativ

bei den Kontrollen, positiv bei den Versucbskulturen. In der

Konzentration 5.2 mg% A.-N waren die Kontrollen am 5.—6.

Tag in Auflosung, die Versucbskulturen am 6.

—

7 . Tag. Die

Eegenerationsprobe am 8. Tag fiel bei den Kontrollen nacb 6

Tagen scbwach positiv aus, bei den Versucbskulturen nacb 2 Tagen

stark positiv. Daraus wird ersichtbcb, dass die Konzentration

der benutzten Aminosauren eine grosse EoUe spielt. Bei 1.7 mg^
A.-N im Medium zeigte sicb bessere und langer anbaltende Schutz-

wirkung als bei den boheren Konzentrationen. Dieses Verbaltnis

baben wir bei alien Versucben mit Aminosauren beobacbtet.

Die Zellen konnen recht empfindbch sein gegeniiber starkeren

Konzentrationen, denen eine direkte toxiscbe Wirkimg inne-

wobnt.

Nacbdem wir geseben batten, dass die Wirkung der vier benutz-

ten Aminosauren in der Miscbung zwar deutbcb erkennbar aber

durcbaus nocb nicbt gut war, untersucbten wir eine Miscbung von

zwei Aminosauren und danacb die Wirkungen der einzelnen.

Cystin und jSAlanin in der Konzentration von 1.7 mg% A.-N im
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Medium liatten eine gauz besonders giinstige Wirkung auf die

Versuchskulturen. Die Zellen bebielten klares und gesundes
Ausschen bis zum 20. Tag, \rahrend die der Kontrollen am 2,-3.
Tag in Aufid&ung gerieten. Die Regenerationsprobe erbrachte

Obereinstimmung mit dem morphologischen Bild, indem die

Kontrollen am 6, Tag inaktiv waren, wabrend die Versuchsloil-

turen zu der gleichen Zeit grosse Wachstumstatigkeit zeigten.

Cystin allcine in der Konzentration von 1.7 mg% A.-K (1679)

weist dcutliche, wcnn auch geringe Schutzvrirkung auf. )?Alanin

in der gleichen Konzentration ist ganzlich wirkungslos (1683).

Dass v'ir den Versuch mit einer /7Aminosaure machten, geschah

aus zweierlei Grtinden. Erstens gingen vrir von dem Befunde
Niels Nielsexs aus, vronach /?Alanin Bedeutimg als Wnchsstoff

fur Hcfe besitzt und indirekt dadurch zu wirken scheint, dass es

die Autolysc der Zellen fdrdert, wenn sie eine gewisse Entwick-

lungsstufe erreicht haben. Zvreitens haben vir gemeint, dass

diese /9Sanre von Wert fUr den Aufbau der Pantothensaure sein

kann, zu dcren Bestandteilen sie bekanntUch gehort.

Die erganzendc Wirkung der reinen Aminosauren ist offensicht-

lich nicht allein von dor qualit-ativen Zusammensetzung abhangig,

sondern auch von der Konzentration der einzelnen Siiuren in

der Mischung.

Da keino Angaben vibor die quantitativen Verbiiltnisse vorliegen,

unter dcnen die einzelnen Aminosauren im Blut vorkommen, und

da vrir vermuten diirfen, dass sie cine entscheidende Rolle spielen

konnen, haben wir eine Mischung hergestellt, in der die Sauxen

in den Mengenvcrhaltnissen vertreten sind, wie Bergmann und

NiEJtAXK (1936) sie bei quantitativen Analysen von Fibrin ge-

fundcn haben. Es handelt sich um 9 Aminosauren, die sie quan-

titativ isolieren konnten.

Wir BteIIt>en in physiol. Kochsalzlosung (V. 35) eine Mischung

her, die die 9 Aminosiiuren in demselben Mengenverhaitnis, "wie

sie im Fibrin vorkommen, enthalt.

Es vrurden abgcvrogen:
Tal). 2.

d-Lysindiliydrochlorid . . .

d-Arginin
1-Tryptophan
d, l-3rcthionin

l-ffistidinmonohydrocblorid

Glutaminahuro
l-Asparaginstture

l-Prolin

l-Cystin

15.1 mg
7.7 »

5.0 »

2.6 s

3.1 »

14.1 »

6.0 s

5.1 »

1.5 »
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Diese 60.1 mg Aminosauren warden unter Neutralisation in
25 ml physiol Kochsalzlosung gelost und im Autoldaven steri-
lisiert. Der Gehalt der Losung an Total-N betragt 31 mg% der
an Amino-N = 22.2 mg%.

Hiermifc warden in folgenden drei Konzentrationen Versuche
angestellt: 1.1; 2.2 und 4.4 mg% A.-N, berechnet auf das ganze
Zuchtungsmedium von 2 ml (1695).

1.1 mg%: Die Kontrollkulturen waren 1—2 Tage nach Ver-
suchsbeginn in Auflosung. Die Versuchskulturen zeigten nach
9 Tagen klare und aktive Zellen. Ubereinstimmend hiermit waren
die Regenerationsproben am 5. und 9. Tage negativ bei den
KontroIIen, stark positiv bei den Versuchskulturen; 2.2 mg%
und 4.4 mg%: Kontrollkulturen am 2. Tag in Auflosung, Ver-

suchskulturen noch nach 9 Tagen mit klaren und aktiven

Zellen. Die Regenerationsprobe 5 Tage nach Beginn des Versuchs

war nach 48 Stunden negativ bei den KontroIIen, positiv bei den

Versuchskulturen.

Diese Versuche zeigen eine kraftige und deutlich ergSnzende

Wirkung der genannten Aminosauren und lassen keinen Zweifel

zuriick, dass sie von den Zellen ausgenutzt werden, ebenso auch,

dass zu sehr grossem Teil ihr Feblen im dialysierten Serum die

TJrsache zu dem beinahe augenblicklichen Stillstand im Wachstum

und dem dann folgenden Eingehen der Zellen ist.

Einen wie grossen Anted im besonderen das quantitative Ver-

haltnis zwischen den einzelnen Aminosauren der hlischimg auf

die Wirkung hat, kann hieraus nicht entschieden werden. Da es

von Wichtigkeit sein diirfte, dariiber Klarheit zu gewinnen,

stellten wir eine Losung der 9 Aminosauren in physiol. Kochsalz

her, diesmal jedoch mit dem Unterschied, dass sie alle in derselben

Gewichtsmenge von je 5 mg darin enthalten waren. Diese 45 mg

wurden unter Neutralisation in 30 ml physiol. Kochsalz gelost.

Dabei wird die Gewichtsmenge der schwerloslichen Sauren etwas

grosser, die einiger der leichtloslichen geringer. Total-N der

Losung ist 23 mg%, A.-N = 14 mg%.
Diese Mischung wurde den Versuchskulturen in einer Kon-

zentration zugesetzt, die 2.1 iag% A.-N, auf das Gesamtmedium

berechnet, entspricht. Im Vergleich mit der gleicheu Mischung

Aminosauren in dem vorher angegebenen Verhaltnis war die

Wirkung erstaunlich schlecht. Am 4. Tag waren die KontroIIen,

am 5. die Versuchskulturen in Auflosung. Die Regenerations-
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In other experiments we have been able to show that these

small pressure impulses closely follow the intrasinusal pressure

and may appear in great numbers (Fig. 5). The latter fact speaks

in favour of the assumption that these fibres may play a domin-

ating role in the production of the reflex pressure responses. We
have no evidence that either the large or the small pressure im-

pulses are increased by synaptotropic substances. On the con-

trary, doses of lobeline which are known to elicit a strong response

from the chemical fibres have no effect on the impulse frequency

in the pressure fibres of either kind. The inference is drawn

from this fact that the pressor fibres are not transmitted in a

synaptic way, as are the chemoreceptor impulses.

IV. The Course of Chemical and Pressor Fibres in

the Carotid Sinus Nerve.

It has been shown in the present and foregoing papers that the

chemical sensitivity of the receptors of the carotid sinus applies

to two distinct groups of substances, 1) causing a shift in the

reaction of the structures serving as receptors to the acid side,

either by means of direct action or by factors which impair the

normal oxydation rate, and 2) substances belonging to the syn-

aptotropic group, such as nicotine, lobeline, acetylcholine, or

K-ions. The action of the second group of substances can be

discriminated from the first group, e. g. by means of an alkali,

such as ammonia. Two principal possibilities present themselves

as regards the actual arrangement of the synapse. Either the

ganglionic cells in the sinus region send axones which pass in to

the sinus nerve and make a synapse between the receptor proper

and the ganglion cell, or the ganglionic cells have a synaptic

junction with sensory nerve fibres running in the sinus nerve

and having their cell in the petrous ganglion, or else centrally

to the point of adjunction to the glossopharyngic nerve.

In order to elucidate this point we cut the sinus nerve in two

cats under ether anaesthesia and examined the nerve centrally

and peripherally to the place of interruption. All the nerve

fibres below the lesion were found to be degenerated, whereas

the central part revealed a normal picture. We conclude from this

that the synaptic jimction must be formed centrally to the sinus

ganglionic cells. Whether the physiological receptors belong to

the ganglionic cell itself or constitute a special structure we cannot
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probe am 6. Tag zeigte iibereinstimmend, dass Kontroll- und
Versuchskulturen abgestorbeu waren.

Erfabruugea aus deu ersteii orientierendea Untersuchungeu
uber die Wirkungeu reiner Aminosaurea leaktea uasere Auf-
merksaaikeit auf das Cystia. Diese Saure alleiae besass eiae ge-

wisse Wirkuag, uad diese Wirkuag wurde verstarkt duxcb aadere

Sjiurea, die fiir sich alleia wirkuagslos warea. Wir stelltea daber

eiae Aaiiaosiiurearischung ia demselbea Verhaltais aach Beeg-
MAKN (Tab. 2), aber ohae Cystia, her, ausserdem eiae Losuag voa
Cystia alleia. Die Koazeatratioa der beidea Losuagea wurde so

gewiihlt, dass sie zu gleichea Teilea gemischt die vorber bespro-

cbeae Araiaosiiureibsuag ergabea.

Eiae Wirkuag der BERGMANNmischuag ohae Cystia uad ia

derselbea Koazeatratioa iiu Medium wie vorber, aamlicb 2.2

uig% A,-N, blieb aicbt alleia voUig aus, soadera es zeigte sicb im
Gegcateil eber, dass die Versucbskulturea schaeller der Autolyse

verfielea als die Koatrollen. Der Regeneratioastest am 6. Tage

(2131) verlief sowobl fiir Koatrolle wie fiir Versuchskultur aegativ.

Setzt, maa dem ))BERGiiANN-Rest!> Cystia zu, so wird die kom-

plettiereade Wirkuag wieder bergestellt (2135), la tjbereiastim-

muag biermit ergab der Regeaeratioastest am 6. Tage bei dea

Kontrollea aegatives, bei dea Versucbskulturea positives Resultat.

Bei anderea Versuchea wurde Cysteia aastatt Cystia dem
BEEGMANN-Rest zugegebea. Auch diese Miscbuag iibte komplet-

tiereadc Wirkuag aus, vielleicht sogar aocb besser als die mi.t

Cystia (2139).

Selbst bei eiaer Erhohung der Cystiakoazeatratioa ia der

BEUGSiAKXaiiscbuag uai das 4—5facbe bleibt die ergaazeade

Wirkviag stiiadig gut (2205). Solch eiae Miscbuag mit eiaem

5mal grosserea Cystingehalt wurde bei eiaer Koazeatratioa voa

3.3 mg% A.-N im Medium gepriift. Die Wirkuag war vollauf

so gut wie die ia fruherea Versuchea mit der vollstaadigea Beeg-

MAXKmiscbung. Wir werdea weiter untea auf eiae Besprecbuag

der Cystiawirkung zuriiclckommea.

Rose uad seiae Mitarbeiter (1938) babea als Erste erfolgreiche

Versuche durchgefuhrt, juage Tiere zum Wacbsea bei eiaer Kost

zu briagen, die reine Amiaosaure als eiazige N-Quelle eatbielt.

Diese Versuche siad auch aocb deshalb voa lateresse, Weil sie zur

Entdeckuag eiaer aeuea Amiaosaure fiibrtea, aambcb des Threo-

nin, das a-Amiao-/3Hydroxy-u-Buttersaure darstellt. Aus den
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Arbeiten Roses geht bervor, dass die Miscbung 10 Aminosauren
entbalt, die man als unentbehrlicb fiir den wachsenden tieriscben

Organismus ansiebt. Das Cystin ist nicbt darin entbalten, wohl
aber Metbionin, das nacb Rose als unentbebrbcbe Aminosaure
zu bezeicbnen ist. Abgeseben davon, dass der Organismus das
Metbionin als solcbes verbraucbt, kann er aus ibm aucb das fiir

die Deckung seines Bedarfs erforderlicbe Cystin bilden.

Die Annabme lag nabe, dass Roses Zusammensetzung die-

jenigen Aminosauren entbalten miisste, die unserem insuffizienten

Ziicbtungsmedium fiir Gewebszellen als Erganzung dienen. Auf
der andern Seite musste man sicb von vornberein iiber Bins im
Kllaren sein: wenn diese kleine Anzabl Sauren aucb ausreicbend

fiir einen ganzen komplizierten Organismus ist, so braucbt sie es

nicbt unbedingt aucb fiir jeden beliebig berausgegriffenen Gewebs-

zellentypus zu sein. Wir wissen, dass etbcbe Aminosauren fiir den

Organismus entbebrlicb sind, Weil er sie selber aus jener Mindest-

zabl Aminosauren aufbauen kann, die nacb den Untersucbungen

Roses als unentbebrlicb anzuseben sind.

Wir verfiigten nicbt iiber die von Rose entdeckte neue Amino-

saure Tbreonin, und so wurde sie in unserem Laboratorium von

meinem Assistenten, Ingenieur T. Astrup syntbetiscb bergestellt.

Ausser der d- und 1-Eorm entbielt das Praparat eine geringe

Menge Allotbreonin.

Von Roses Aminosauremiscbung stellten wir eine Losung ber;

die einzelnen Sauren waren in demselben Konzentrationsverbalt-

nis darin vorbanden, wie Rose sie bei seinen Tierversucben als

wirksam gefunden batte.

d-Lysinbydrocblorid .... 15 mg

d, 1-Valin .... 14 »

1-Leucin .... 9 »

d, 1-Isoleucin .... 10 »

d, 1-Tbreonin .... 12 »

1-Tryptopban .... 2 »

1-Histidinmonobydrocblorid . . . .... 5 »

Pbenylalanin .... 7 »

d, 1-Metbionin .... 0 »

d-Arginin .... 2 »

Diese Miscbung, im ganzen 82 mg, wird in 20 ml pbysiol. NaCl-

Losung gelost, neutralisiert und im Autoklaven sterilisiert. Ammo-

N ca. 27 mg%. In den Konzentrationen 0.8; 2.7 und 3.4 mg/o
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A.-N, berechnet auf das ganze Medium, war die Miscbung ganzlich

wirhungslos. Die Regenerationsprobe am 5. Tag werlief sowohl
fur Kontroll- wie fur Versuchskulturen negativ (1939; 2029).

Eigenartigerweise blieb die Wirkung aucb dann aus, wenn Cystiu

in derselben Menge, in der es in der BERGMANNmischung vorban-

den ist, zugesetzt worden war (2115; 2167).

Die halbe Anzahl der Aminosauren Roses findet sicb aucb in

der BERGJLANNmiscbung. Darum wurden zwei verscbiedene

Losungen bergestellt; die eine entbielt die sowobl in Roses wie

in Bergmanns Miscbung vorbandenen, die andere die nur in der

BERGMANNmiscbung angegebenen Aminosauren.

Losimg der fiir Roses und Bergmanns Miscbung gemeinsamen

Aminosauren;

d-Lysinhydrocblorid 15.1 mg
d-Arginin 7.7 »

1-Tryptopban 5.0 »

1-Histidinmonobydrocblorid 3.1 »

d, 1-Metbionin 2.6 » —

Diese 33.5 mg werden in 12.5 ml pbysiol. NaCl-Losung unter

Neutralisation gelost. Total-N = 33 mg%; Amino-N — 25 mg%.
Die Konzentrationen 1.2 und 2.5 mg% im Medium waren ohne

Wirkung (1999; 2047 und 2123).

Wird dieser inaktiven Zusammensetzung, die der Rose- und

BERGMANNmiscbung gemeinsam ist, Cystin zugegeben, so wird

eine gute komplettierende Wirkung erreicbt. Die Konzentration

im Medium war 1.2 mg% A.-N. In Ubereinstimmung biermit

war der Ausfall der Regenerationsprobe am 6. Tage negativ bei

den Kontrollen, positiv bei den Versucbskulturen (2051).

Losung der nur in der BEKGMANNmiscbung vorbandenen

Aminosauren:

d-Glutaminsaure 14^- 1 mg
l-Asparaginsaure 5.9 »

1-Prolin 5.1 »

1-Cystin 1-5 »

Diese insgesamt 26.6 mg Sauien werden in 12.5 ml pbysiol.

NaCl-Losung gelost. Total-N = 24 mg%; Amino-N = 20 mg%.

Mit dieser Miscbung in 2.0 mg% Amino-N wurde ausserordent-

licb gute komplettierende Wirkung erzielt. Die Zellen bielten

sicb 8 Tage klar und aktiv, wabrend die Kontrollen am 4.—5.
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Tag in Auflosung waren. Am 8. Tage bei ihnen ausgefiihrte Eege-
nerationsprobe verblieb negativ nach 5 Tagen, die Versuchskul-
tuxen dapgen zeigten starke Aktivitiit nach 3 Tagen (2005).
Wie wir sahen, bewirkt ein Zusatz von Cystin zu den der Berg-

MANN- nnd EosEmischung gemeinsamen Aminosauren, dass
das Medium komplettiert wird. Aus diesem Grunde wurde nun
auch untersuchfc, ob die drei iibrig bleibenden Aminosauren, also
die nur in der EosEmischung vorhandenen, gleichfalls solche
Wirkung besitzen.

Der Versuch AVurde angestellt mit den der Bergmann- und
EosEmischung gemeinsamen Aminosauren, indem dieser Zusam-
mensetzung jeweils Glutaminsaure, Asparaginsiiure oder Prolin

zugefugfc wurde (2057; 2063; 2069). Keine dieser drei Mischungen
ergab irgendwelche Anzeichen komplettierender Wirkung.

Inzwischen wurden Versuche dariiber angestellt, inwieweit

eine einzelne Aminosiiure in starkem t)berschuss die sonst vor-

handene komplettierende Wirkung der vollstandigen Bergmaxn-
mischung zu unterdriicken vermag. Wie schon enviihnt, verandert

Cystin, selbst in grossem tJberschuss iiber den in der Bergjiann-

mischung gegebenen Gehalt hinaus, deren Wirkung nicht. Es

Wurden zwei Losungen der vollstandigen BERG.MANNmischung

hergestellt; in der einen war die Menge des Methionins, in der

andern die des Ilistidins auf das Fiinffache erhoht. Beide Mi-

schungen zeigten deutlich komplettierende Wirkung, wobei die

mit Methioninzusatz (2149) vielleicht etwas schwiicher war als

die mit Histidin (2143). Auffallend grossen Einfluss hatte also

der erhohte Gehalt an einer der Aminosauren nicht.

Es bestand natiirlich noch die Moglichkeit, die Unwirksamkeit

der EosEmischung damit zu erklaren, dass die synthetisch her-

gestellte Aminosiiure Threonin toxische Verunreinigungen enthielt.

Um das zu kliiren, wurde Threonin der vollstandigen Bergila^jn-

mischting zugesetzt (2201). In der Konzentration 2.2 mg%
A.-N im Medium war die komplettierende Wirkimg nicht voU

so gut wie ohne Threonin. Das konnte man als Zeichen dafiir

ansehen, das in dieser Saure Verunreinigungen vorhanden Wiiren,

die z. T. fur die herabgesetzte Wirkung der Gesamtmischung

verantwortUch zu machen sind. Aber diese Verunreinigungen

sind doch kaum gross genug, um fiir die vollige Inaktivitiit der

EosEmischung als Erkliirung dienen zu konnen.

Aus diesen Befunden geht deutlich hervor, dass die komplettie-

rende Wirkung an die Anwesenheit von Cystin gebunden ist.
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Uiid weiter ist orsichtlich, tlass die beuutzten Gewebszelleu nicht
imstaade sind, das Metluonin zu entmethyliereu. In diesem
Zusammeuluuig soli gleicli bemerkt werdeu, dass ein stark schwe-
felhaltiges Protein wic Insulin das Cystin ersetzeu kann. Sowobl
das genuine Insulin wie auch das durch Kochen inaktivierte ver-

mag Yollstandig an die Stelle des Cystins in der Bergmann-
inischung zu treten (2227). Auf diese Verhiiltnisse soil noch weiter

unten oingegangen ^\•erden.

G.

Bevor wir die Beschreibung unserer Untersuehungen uber die

komplettieronde Wirkung dor Aininosauren auf Gewebszellen im
insuffizieuien Zuohtungsmedium ubschliessen, soil noch kurz

von einigen Versuchen iiber die Wirkung von Zucker und Eiweiss

berichtet werdeu. In alien hier beschriebenen Versuchen sind

Plasma, Serum und Einbryonaic.xtrakt gegen Ringerlosung mit

0.1 % Gluko.sogehalt dialysiert worden. Ferner sind dem Dialyse-

plasnia utnl -serum 25 % Tyrode zugesetzt worden, um Bikarbo-

nut, Phosphat und ^lagnesium zuzufuhron.

Eine Keihe Gnter.suehungen wurde mm unternommen, die

sick auf die komplettierende Wirkung der angefiihrten Ainino-

.siiuren .sowie von trypsinverdnutem Protein in zuckerfreien

Dialyseinedien beziehen .soUteu. In diesen Fallen wurden die

Kulttiren mit zuckerfreier Tyrodefliissigkeit geWaschen, Yer-

gleichen wir die Wirkungen eines Dialyseserums mit und ohne

Zucker, so selien wir, dass die Auflosung der Zellen im zucker-

freien ^ledium bereits 2t Stuuden nach Versuchsbeginn erfolgt

(1927). Ziichten wir .sowohl Kontroll- wie auch Versuchskultur

in einem zuckerfreien Diulysescrum, setzen jcdoch letzterem

au.sserdem Behgmanxs Aminosiiuremischung hinzu, so finden

wir, dass die Aminosiiuteu dock imstande sind, das Absterbeu

der Kultureu urn 2—3 Tage hinauszuziehen. In tibereinstimmung

hiermit war der Regenerationstest, am o. Tage ausgefiihrt, bei

den Kontrollkidturen negativ, bei den Versuchskulturen stark

positiv (2035). Daiaus sekeiut kervorzugehen, dass Aminosiiuren

unter den Versuchsbedingungen z. T. zuckersparend wirken kon-

nen.

Noch auf einen andern Punkt mag hier gleich eingegangen wer-

den, das ist die Wirkung des Proteins. Unsere Untersuchungs-

befunde zeigen mit aller Deutlichkeit, dass die Zellen nicht im-

stande sind, das Protein im dialysierten Plasma oder Serum
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abzubauen. Trotzdem stellten wir einige Versuchsreihen mit
wechselndeu Konzentrationen des Dialyseserums auf (2179)
Sowohl den Kontrollen wie den Versuchskulturen wurde db voll-
stiindige BEROMANN-Aminosauremischung zugesetzt, die 2,2
Kig% A.-N ini Medium ausmachte. Alle Kontrollen bekamen
gleicbmassig 0.5 ml unverdiinntes Dialyseserum, die Versuchs-
Iculturen 0.5 ml Dialyseserum, in verschiedenen Abstufungen mit
Tyrode verdiinnt. In der Konzentration von 10 % Serum waren
die Zellen 24 Stunden nach Versuchsbeginn in Auflosung; bei

25 % Serum nach 2—3 Tageu; bei 40 % Serum nach 4 fagen.
Die Zellen in den Kontrollen blieben iiber diese Perioden hinaus

klar und aktiv.

Diese hohc Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber Eiweisskon-

zentrationen war recht iiberraschend und ist wohl nur auf die

Weise zu deuten, dass sich hier eine Verschiebung im Donnan-
gleichgewicht geltend macht. Nichb allein wird der kolloid-

osmotische Druck in den Zellen grosser, sondern es steigt gleich-

zeitig damit auch die Elektrolytkonzentration. In Verbindung

hiermit wird der intrazellulare Druck recht gross, was dadurch

zum Ausdruck kommt, dass die Zellen leicht platzen und sich

auflosen.

Schliesslich soli noch kurz die Bedeutung des eigentlichen tie-

rischen Wuchsstoffes in Verbindung mit den komplettierendeu

dialysierbaren Stoffen, Aminosauren, Polypeptiden u. a. bespro-

chen warden. Die Wuchsstoffe finden sich bekanntlich in alien

Gewebszellen, namentlich in den stark wachsenden embryonaleu.

Dialysieren wir den embryonalen Gewebse.xtrakt in der gleichen

Weise wie Plasma und Serum gegen Glukose-Einger, so verliert

er vollstiindig die Fahigkeit, in einem sonst dialysierten Medium

Wachstum hervorzurufen oder auch nur die Gewebszellen zu

konservieren. Dariiber haben wir eine Menge Versuche angestellt,

die alle eindeutig in diesem Sinne ausfielen. Damit haben wir

eine erneute Bestiitigung fiir die Annahme, dass der Wuchsstoff

nicJit energieliefernd ist, sondern dass seine Wirkiing in der eines

Katalijsators bestekt. Nur bei Vorhandensein der angegebenen

komplettierenden, dialysierbaren Stoffe kann der Wuchsstoff

seine Wirkung entfalten. Man konnte die wichtigen komplettie-

renden, dialysierbaren Stoffe als notwendige Kofaktoren des

Wuchsstoffes bezeichnen, aber da die dialysierbaren Stoffe,

Abbauprodukte des Proteins, Zucker und vielleicht noch weitere,

zu den einfachen Nahrstoffen gezahlt w'erden miissen, und in
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Abb. 5.
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Abb. 5 zeigt das Wacbseu zweier

Medien, in beiden I’allen mit KontroUkulturen

extrakt. Nacb Verlauf von g
friscbes Serum zugesetzt,
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ist Dialyseserum, ftaktiomertes Kalbs-

t erUop^b obue aebalt au .a-
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lysierbaren Stoffen. Man erkennt hier denselben grossen Unter-

schied in der Wirkung. Im frischen Serum gehfc das Auswuchern

sehr schnell weiter, bei den Kulturen im Dialyseserum ist es prak-

tisch zum Stillstand gekommen.

Endlich soil noch an einem andern Beispiel die Wirkung des

dialysierten Embryonalextraktes vorgefubrt werden. Es handelt

sich um zwei Kulturhalften, die in genau ubereinstimmenden

Medien aus dialysiertem Serum und. dialysiertem Embryonal-

extrakt geziicbtet wurden, mit der einzigen Abweichung, dass der

Kontrolle die vollstandige BERGMANX-Aminosauremiscbung in

der Konzentration von 2,2 mg% A.-N im Medium zugesetzt

wurde. Die Wuchskurven beider Halften sind in Abb. 7 ersicht-
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lich (2021). Wahrend die Kontrolle wachst, weil sie sowohl kom-
plettierende Aminosauren als auch Wuchsstoff bekommea bat,

trifft das bei den nur mit Wuchsstoff versorgten Versuchskui-

turen nicht zu. Ohne Embryonalextrakt wachsen die Kulturen
mit den Aminosauren nicht oder doch nicht so, dass es der Eede
Wert ware. Die einzige Wirkung der Aminosauren besteht darin.

dass sie das Leben der Zellen aufrechterhalten. Zum Ausdruck

kommt das u. a. in dem gesunden Aussehen der auch sonst gut

erhaltenen Zellen.

7.

Im Vorhergehenden haben wir die Wirkung der Erganzungs-

stoffe auf das Wachsen der Zellen in einem insuffizienten Ziich-

tungsmedium, dessen Insuffizienz durch Auswaschung und Dia-

lyse seiner Bestandteile hervorgerufen war, beschrieben. Bei der

im Einzelnen angegebenen Technik wurden zum grossen Teil

die morphologischen Veranderungen der Zellen, daneben bisweHen

auch der Regenerationstest, als Massstab fiir die komplettierenden

Eigenschaften der untersuchten Stoffe benutzt. Nunmehr soil

kurz "von den K.omplettierungs'versuchen berichtet werden, die

mit der anderen einleitend erwahnten Technik ausgefiihrt wurden.

Bei dieser werden die Gewebsstucke in ein Medium gebracht,

dessen samtliche Bestandteile dialysiert worden sind, ehe sie fiir

die Versuche benutzt werden. Heparin-Dialyseplasma wird mit
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dialysiertem Embryonalextrakt zur Gerinnung gebracht, wobei
die fliissige Phase aus Dialyseserum besteht.
Aus den beschriebenen Untersuchungen ging hervor, dass die

zu den Versuchen angewandten periostalen Fibroblasten nicht
imstande waren, die Eiweissstoffe des Mediums abzubauen. Ein
Zeichen dafur war das jahe Aufhoren des begonnenen Wachsens
bei Beginn des Versuches, das schrittweise Zugrundegehen der
Zellen durch Autolyse. und schliesslich die Tatsache, dass die
Lebensdauer der Zellen unter Bewahrung ihres normalen gesunden
Aussehens verlangert werden konnte, wenn Eiweissabbauprodukte
zugesetzfc warden.

Das lasst sich noch schlagendeir beweisen, wenn das ganzlich

dialysierte Medium — mit der notwendigen Menge an Zucker

und Salzen — benutzt wird, Jegliches Wachsen bleibt aus, und die

ausgeschnittenen scliarfrandigen Gewebsstiicke bleiben unver-

iindert in den Kulturen. Ein iiberzeugenderer Ausdruck fur die

Unzuliinglichkeit eines derartigcn Mediums kann nicht geboten

werden.

Damit haben "wir die Voraussetzungen, die eine Klassifizierung

der verachiedenen Gewebszellentypen des Organismus hinsichtlich

ihrer Fiihigkeit zum Eiweissabbau ermoglichen. Konnen sie das

leisten, so wird ein Wachsen der Zellen vor sich gehen. Vorliiufig

sind einige orientierende erste Versuche iiber diese Frage gemacht

worden, fur spater sind besondere Untersuchungsreihen vorgese-

hen. Die bei diesen Arbeiten als Versuchsobjekte benutzten

Fibroblasten — es waren solche aus subkutanem Bindegewebe

sowie Herzfibroblasten — sind ausserstande, in einem solchen

insuffizienten Medium zu wachsen. Dagegen vermag Darmepithel,

Ghorionepithel und vielleicht, aber nicht sicher, Hautepithel, es

mehr oder weniger gut. Ebenso zeigte Rouss^ Huhnersarkom

etwas Wachstum. Legen wir Kulturen der periostalen Fibroblasten

unmittelbar neben ein kleines Stuckchen Darmgewebe mit Darm-

epithel, Ghorionepithel oder Sarkomzellen, so beobachten wir

ein Wachsen auch dieser Zellen, die alleine sonst nicht in der-

artigem Medium wachsen konnen. Wie erwartet, ist das Darm-

epithel fiihig, das ihn umgebende Medium zu verdauen. Daduich

kann es dann wieder zur Bildung von Produkten Aidass geben,

die von Zellen ausgenutzt werden, die selber nicht die Proteine

anzugreifen vermogen.

Urn es mit einer Klarheit festzulegen, die keinerlei Zweifel mehr

zurucklasst, dass die Gewebszellen Aminosauren ausnutzen kon-
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state •svitli certainty, but the latter possibility seems more likely

in view of tbe specific sensitivity to alterations in tbe blood

cbemistry. We might then look upon the sinus region as a sort

of “nervous centre” with a peripheral localization, of the same
general type as in the olfactory or optic peripheral organ.

In the case of the pressure fibres there is at present no reason

to assume any other arrangement than that for peripheral recep-

tors in general.

Summary.

1. In the sinus nerve of the cat small impulses have been de-

monstrated, which respond to variations in the intrasinusal

pressure but are insensitive to chemical stimuli, such as oxygen

want, carbon dioxide, and synaptotropic substances in non-

paralyzing concentrations.

2. Higher concentrations of nicotine or lobeliue suppress the

pressure reflex of the carotid sinus and also do away mth the small

pressure impulses, whereas the large spikes seem to be more

resistant to the paralyzing action of these drugs,

3. In view of the small number of big pressure impulses as

compared with the small ones, the latter are considered to be of

greater importance for the sinus pressure reflexes.

Tliis work has been aided by a grant from the Therese and

Johan Andersson Memorial Foundation.
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Abb. 8. Erklarung jm Text.

nen, wiederholten. wir die fruheren Untersuchungen mit einer

Aminosauremisohung in solchen Medien, die von Anfang an fiir

die Zellen vollig insuffizient waren.

Folgende Versuclie liefern den eindentigen Beweis fiir die Aus-

nutzung reiner Aminosauren durch die Zellen (2243). Samtliche

Bestandteile des Mediunas, Heparinplasma, Embryonalextrakt

und Serum, avaren 8 Tage lang in der ublichen Weise gegen Glu-

kose-Ringerlosung dialysierfc worden. Den Versucbskulturen

warden, verteilt zwischen fester und fliissiger Phase, 0.2 m
der vollstandigen BERGMANN-Aminosauremiscbung wie oben

angegeben, in einer Konzentration von 3.3 mg% A.-N im Medium

zugesetzt. Sowohl in den KontroUen wie in den Versucbskulturen

Wurde das Plasma mit 3 Tropfen dialysiertem Embryonalextra t

koaguliert, dann wurde 0.5 ml Dialyseserum zugegeben. le

fliissige Phase (Dialyseserum mit dialysiertem Embryonalextrakt,

in den Versucbskulturen ausserdem Aminosauren) wurde jeden

zweiten bis dritten Tag gewechselt. Die Kurven ^

durfen keiner weiteren Erlauterung. Die Kulturha en nn en

Aminosauren wachsen sogar sehr kraftig, wahxend die on
^

praktisch keinerlei Anzeichen von Wachstum dar leten

Die Abbildungen 9 und 10 sind Photograpbien der ungefarbten
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Kulturen am 12. Tage des Versuchs, Die Kontrolle zeigt sparliche
Auswanderung von Zellen, wie sie am 6.-7. Tag erschien, ver-
mutlicli unter Einfluss von Produkten der Autoljse im Gewcbs-
stiick (s. Abb. 8). Die ausgewanderten Zellen gingen schnell
wieder zugrunde und lies.sen nur Scbatten zuriick. Dagegen wuch-
sen die Versuchskulturen zu ansehnlicher Grosse aus. Die Photo-
graphien zeigen erst weniger als die Halfte des Wuchses, den die

Kulturen am 18. Tage auhvicsen, da sie in neue Flaschen mit
dem gleichen dialysierten Medium und den Aminosauren iiber-

Abb. 9. Kontrolle 2249, photogrnphiert nm 12. Tnge de.*) Versuchs (x 25}-

tragen u'urden. Hier u'uchsen die Zellen nur toilu'eise wieder aus,

aller Walirscheinliclikeit nacli deshalb, v'cil die Kulturen in einem

recht spaten Stadium iiberfuhrt wurden, als %dele der Zellen sicb

in schlechter Verfassung befanden. In einer Versucbsreibe von

8 Kulturen war das Ergebnis das gleiche. Abb. 11 und 12 zeigen

ein Kulturpaar aus derselben Serie, am 8. Tage des Versuchs

lebend photographiert. Die Kontrolle dagegen hat hier nicht bei

einer einzigen Zelle Wachstum aufgewiesen (2251—52). In Abb,

13 u. 14 sieht man zwei stark vergrosserte Aufnahmen der Zellen

aus zusammengehoriger Kontroll- und Versuchskultur (2245

—

46). Die Zellen der Kontrolle befinden sicli in Auflosung, vrahrend

die Versuchskultur noch Zellen mit vollstandig glasklarem Proto-

plasma aufiVeist sowie andere, die mit grossen, groben Vacuolen

gefullt sind. Auch aus diesem Versuch geht mit aller Deutlichkeit

hervor, dass der Wuchsstoff die Lebensdauer der Zellen nicht

verlangern, auch ihr Absterben nicht verhindern kann, wenn



BEDEUTUNG DER AMINOSAUREN. 173

Abb, 10. Versuchskultur 2250, photographiort am 12. Tage d. lersuclis (X 25).

niclxt zugleicli der notwendige energieliefernde Brennstoff vor-

lianden ist, in diesem Ball Aminosauren.

lYie vorlier bereits gesagt, war Cystin alleine imstande, auf

jeden Ball eine Zeitlang, den J^langelzustand in den Dialyse-

kulturen aufzubeben. Bei einer erneuten Untersucbung, diesmal

im ganzlicb dialysierten Medium, bestatigte sich das nochmals.

Ein Vergleicb zwisclien der Wirkung des Cystins einerseits und

der vollstandigen BERGJiANNmiscbung andrerseits ergibt ein-

wandfrei, dass letztere weit vollstandiger ist als das Cystin allein.

Mit Cystin als einzigem komplettierendem Baktor wird zwar ein

deutlicbes Wacbsen der Kulturen mit Embryonalextrakt erreicbt,

aber es kommt bald zum Stillstand, und sie erreicben bei weitem

nicbt die Grosse wie mit der ganzen BERGMANNmischung (2269).

Auf der andern Seite kann die BERGMANNmiscbung obne Cystin

(2266) nicbt annabernd so viel leisten wie Cystin aUem. Boses

Aminosauremiscbung bleibt, wie scbon gesagt, aucb unter diesen

Verbaltnissen obne Wirkung (2272). Eine lange Beibe von Ver-

Bucben wurde mit Cystin und Cystein, mit und obne Wucbsstoft,

ausgefubrt (2313). Beide entfalten ungefabr die gleicbe ^ irksam-

12-

—

HPtlo. Acta phi/s. Scan^inav. VoJ. 2.
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Abb. 13. Kontrolle 2245 (x 142),
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keit und iiben nur teilweise Komplettierung aus, das Cystin
vielleickt ein wenig schwacher. Nack Zusatz von Wucksstoff
ergab sick zwar einiges Wackstum — aber bei v'eitem nickt so
viel wie mit Bergmanns Aminosauremischung.
Aus der tjberlegung heraus, ob es vielleickt das Sulfkydryl —

bezw. die Disulfidgruppe — sein konnte, das den wirksamen Fak-
tor im Cystin oder Cystein darstellt, untersuckten wir dann, ob
denaturierte Proteine, die Nitroprussid-Reaktion ergaben, das
Cystin oder Cystein ersetzen konnen. Kristallinisckes Eialbumin
wurde, nachdem das Aramoniumsulfat dutch Dialyse entfernt

war, 10—15 Minuten auf 70° C gekalten. Dann besass es eine

ausgepragte Witkung, die in keiner Beziekung hinter der des

Cystins zuriickstand (2359). Warmedenaturiertes Dialyseserum

war gleickfalls sehr -wirksam (2322; 2352). Auch kierauf war
Wucksstoff -wirksam. Demnach sckeint also den -SH und -SS-

eine ausserordentlich grosse Bedentung fiir die Erkaltung des

Zellebens und -wachsens zuzukomraen.

8 .

Answertung,

Wenn es bisher nickt gelungen ist, die Bedeutung der Amino-

sauren fiir das Leben und Weiterwacksen der Gewebszellen nack-

zuweisen, so kat das zweierlei Ursachen. Erstens beriicksichtigte

man die Tatsache nickt, dass die benutzten Nahrboden von vorn-

kerein Aminosauren entkielten, und zweitens ging man stets von

der Annakme aus, dass ein Weiterwacksen in Form von Aus-

Wuckerungen die Reaktion der Zellen auf die Teilnahme der Amino-

Sauren am Stoffwecksel sein miisse. Wenn nun immer wieder

Versucke mit Aminosauren auf Gewebszellen m vitro aufgenom-

men "wurden, so ist damit die ungewohnlicke Bedeutung dieser

Frage nachdriicklich unterstrichen. Die Gewebezuchtung ist

tatsachlick die einzige gegenwartig verfiigbare Metkode, imt der

das Problem direkt gelost warden kann.

Die bisker iiber Gewebekulturen veroffentlichten TJntersuckun-

gen kaben bekanntlich zu der Ansckauung gefukrt, dass Amino-

sauren in starkerer Konzentration toxisch "wirken, wakrend sie

in geeigneten schwacheren nickt imstande sind, das Wackstum

der Zellen anzuregen oder ikre Lebensdauer zu verlangern. In

den liekrbiickern der Physiologie wird oft auf GeWebekultur-

versucke kingewiesen. So wird z. B. angegeben, dass die dem
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Organismus zugefulirten Eiweissstoffe umgebildet werden miissen

um zum Aufbau der Gewebe zu dienen, und dass ausserdem ein

Umbau des Gewebeei-weisses vor sicb gebe. Als Beispiel dafiir

vrird die Ge^vebekultur genannt, weil sie auf Blutsexum geziicbtet

werden kann (vgl. Neubatjer 1928). Man hat sich auf Gewebe-
kultuxversnche bexufen zux Stiitze dex Anffassung, wonach die

Ge'w'ebszellen selbex die Pioteine des Blutes, die ihnen als geeignete

Nahxstoffe dienen, abbauen. Eine dexaxtige Anffassung haben mx
selbex vextieten, Eischer (1937). Wie noch weitex unten exoxtext

weiden soil, kann man schweilich um die Annahme hexum kommen,
dass die Gewebszellen auch imstande sind, gewisse Pxoteine des

Blutes als N-Quelle auszunutzen. In den Lehxbiichexn mcd nun
vi'eitex angegeben, dass, solange nicht dex Beweis dafiii voxliegt,

dass die xesoxbiexten Aminosatixen den Oxganen duich die Blut-

bahnen zugefuhit weiden, dock noch die Moglichkeit offen bleibt,

dass ein Teil dex vom Daxm aufgenommenen Bausteine andxe

Wege einschlagt. Ein solchex Beweis lasst sich nui dann eibiingen,

•w'enn festgestellt wexden kann, dass eine quantitative Aufnahme

dex xesoxbiexten Aminosauien in den Oxganismus exfolgt, Sonst

abex v'are es doch denkbai, dass die alte Hypothese von dex Re-

synthese des Eiweisstoffes vriedex heivoxgeholt vfexden muss

und damit die Anffassung, dass die Blutpxoteinstoffe den Geweben

als Nahistoffe dienen.

Die von Carrel und seinen Mitaxbeitexn ausgegangene lange

Reihe bedeutsamex Axbeiten lasst klax exkennen, dass man in dex

Hauptsache daxauf voxbexeitet wax, pxolifeiieiendes Wachsen als

Reaktion auf die Ausnutzung dex Aminosiiuxen duich die Zellen

zu sehen. Die genannten Autoien haben sich Wohl mehxexe Male

dex Dialyse bedient, abex bezeichnendexweise nux dex des Embxyo-

nalextxaktes, Baker und Carrel (1926). Die -wachstumsfox-

dexnde Wixkung des dialysiexten Extraktes wuxde hexabgesetzt

im Vergleich mit dex des nicht dialysiexten. Auf dex andexn

Seite wax das Ultxafiltxat des Extxaktes wiikungslos, und ein

Zusatz dex hlischung aus 16 Aminosauien zum dialysiexten Ex-

txakt machte die Sache auch nicht bessex. E. Mayer und A.

Eischer (1937) fiihxten eine Reihe Vexsuche aus, um zu exfahien,

ob Aminosauien iibexhaupt imstande seien, die Lebensdauei dex

Gewebszellen zu vexlangexn, nachdem das Ziichtungsmedium

von Zeit zu Zeit mit physiol. Salzlosung gewaschen und dann mit

Aminosauien vexsetzt woxden wax. Dabei zeigte sich jedoch, dass

sowohl die Kultuxen mit wie auch die ohne Aminosauien gleich-
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zeitig zugrunde gingen. Die Ursache hierfiir kennen wir erst
jetzt, da wir wissen, dass die Zellen es nickt vertragen, lan^^ere
Zeifc hindurch proteinfreien Salzlosungen ausgesetzt zu’werden.
Dass es nunmehr gegluckt ist, die Bedeutung der Aminosaureii

fiir die Gewebszellen naekzu-weisen, verdanken wii ausschliesslick

der Tatsacke, dass das ZiicktuHgsmedimn zunackst von seinen
natiirlicken Aminosauren. durck Dialyse befreit wurde. Baker
(1939) mackte einige Beobacktungen iiber die Bedeutung des
Serums, vermockte jedock nickt, die ricktigen Sckliisse daraus
zu zieken. Das Wacksen der BindegeWebszellen kort auf in den
Flascken, bei denen Serum allmahlick ausgewascken wird, -wenn

jeden zweiten Tag neue »Nakrung» nur in Form von Embryonal-
extrakt zugesetzt wird. Ersetzt man dagegen das ausgewasckene

Serum -wieder, so gekt das Wackstum weiter und die Kulturen

erreicken anseknliche Grossen. Daraus sckloss Baker, dass das

Serum wicktige Nakrstoffe entkalten konne, die entweder garnickt

Oder dock nur in geringer Menge im embryonalen Gewebsextrakt

vorkommen. Die Aminosauren kamen der genannten Verfasserin

nickt einen Augenblick in den Sinn.

Unsere Untersuchungen kaben gezeigt, dass jeglickes Wackstum

aufhort, wenn die Zellen in ein dialysiertes Medium gebrackt

werden, und dass sie durck Autolyse scknell zugrunde geken.

Die Zellen bieten alle Anzeicken eines Hungerzustandes dar,

selbst wenn Zucker und die erforderlicken Salze vorkanden sind.

Durck diese Tatsacke und die weitere, dass ein teilweise mit

Trypsin verdautes Dialyseserum als Zusatz zum Medium jenen

Mangelzustand aufzukeben vermag, wird es offensicktlick, dass

die Zellen nickt imstande sind, den Abbau des Proteinstoffes im

Medium vorzunekmen.

Auck die nack Saurekydrolyse ganz abgebauten Proteinstoffe

sind befakigt, die Lebensdauer der Zellen in den sonst insuffi-

zienten Medien zu verlangern. Wahrend die mit Trypsin verdauten

Proteinstoffe ausserdem wackstumsfordernd auf die Zellen ein-

wirken kdnnen, sckeint ein Gleickes bei den Aminosauren nickt

der Fall zu sein. Das ist eine Beobacktung, die mit den von

Baker und Carrel (1928) gemackten vollig iibereinstunmt.

Zu wiederkolten Malen konnten wir folgendes beobackten.

Kulturen in einem ganzlich insuffizienten Ziicktungsmedium

kdnnen pldtzlick anfangen zu wacksen, nackdem sie langere Zeit

kindurck keinerlei Anzeicken dafiir aufgewiesen katten. Ein
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solclier Wachstumsausbrucli stelit nun immer in Zusammenhang
mit einer plotzlicli eintretcnden teilweisen Autolyse von Gewebe
und danach folgenden Vcrdauung des Plasmakoagulums. Dabei
entstolien ausreichcnde Slengen von Abbauprodukten, die von
andern, nocb lebenden Zellen in dcr Nahe ausgenutzt werden
konncn. Das ist cine Erscheinung, die bekannten Vofgangen
pln-siologisclier Art zur Scite gcstcllt werden kann, bei denen
gewisse Organe auf Kostcn andcrer wachsen konnen, so z. B. der

]\Iuskelscbv.*und beim Lacks zur Zcit der Eireife, Bisweilen konn-

ten vrir bcobachten, wie Kulturen, die auf einer Mischung reiner

Aininosauren leben und langsani wachsen, plotzliche Spriinge

im 173011811101 ausfiihrten. Jcdesmal haben wir dann den Eindruck

gehabt, dass ein plotzlichcr Zcrfall von Zellen vor sick ging, und
dass die damit verbundene Autolyse zur Bildung gewisser Abbau-
produkte gcfiikrt katte, die von den Zellen fiir sick verwertet

ivurden. Solcke Beobacktungen Hessen bei uns den Gedanken

auftaucken, dass gcvrisse Aminosiiuren vielleickt indirekt Wacks-

tum veranlassen konnen, indem sie das Absterben anderer Zellen

fordern. Eine derartige Wirkung wurde von N. Nielsen und J.

Dagys (1940) dem /9Alanin, das ja als Wucksstoff fiir Hefe dient,

zugeschrieben. Auch wir fanden, dass diese Saure mit Cystin

zusammen grbsscre IVirkung katte als das Cystin alleine. /3Alanin

allein kat dagegen keinc Wirkung auf die Zellen. Es ist gewiss,

dass eine derartige endogenc Aminosaurebildung einen pkysiolo-

giseken Vorgang von grosser Bedeutung darstellt.

Der tieriseke Wucksstoff, vrie er sick in Extrakten aus stark

wacksenden Geweben findet, iibt in dialysiertem Zustand keinerlei

Wirkung auf die Gewebszellen im insuffizienten Medium aus.

Dadurck untersekeidet er sick u. a. von den wachstumfdrdernden

Abbauprodukten der Proteine vom Albumoseckarakter (Proteo-

sen). Der Wucksstoff muss, wie wir lange vermutet und z. T.

schon gezeigt kaben, ein Katalysatorstoff, nickt aber ein energie-

Hefernder Stoff im gewohnlicken Sinne sein (Fischer, 1930).

Einige Forscher, darunter Wright (1926), glaubten nackgewiesen

zu kaben, dass die •w'achstumfordernde Komponente im Gewebs-

extrakt dialysierbar sei. Das ist durckaus unricktig. Selbst nack

sekr lange dauernden Dialysen mekrerer Wucksstoffe konnten

wir keinen Verlust an Alrtivitat feststellen. Carrel und Baker

geben an, dass Embryonalextrakt nack Dialyse stark an Wirkung

eingebiisst babe. Hierzu muss jedock gesagt werden, dass ikre
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Dialyse gegen destilliertes Wasser ausgefiihrt wurde, und das

bewirkt natiirlicli schwere Ausfallungen an denaturiertem Pro-

tein.

Wir haben geseben, dass Dialysat und Ultrafiltrat von Serum

imstande sind, den Mangelzustand der Zellen, wenn aucb nicht

vollstandig, aufzubeben, wenn dialysiertes Ziicbtungsmedium

zugesetzt -wird. Das Gleicbe kann erzielt werden durcb abgebaute

Oder der Saurebydrolyse unterzogene Proteinstoffe. Die beste

Wirkung erreichten -wir mit den Fraktionen, in denen die in Wasser

scbwerloslichen Aminosauren enthalten -Waren.

Eine einzige der von uns durcbprobten Aminosauren unter-

scheidet sicb von den iibrigen, nambch das Cystin und z. T. auck

das Cystein. Sie sind beide fahig, den Untergang der Zellen im

unvollstandigen Medium zu verzogern. Die beste komplettierende

Wirkung des insuffizienten Mediums erzielten wir mit der von

uns als BERGMANNmischung bezeichneten Zusammensetzung von

9 Aminosauren, die von Bergmann und Niemann (1936) quanti-

tativ aus bydrolysiertem Fibrin isoliert wurden. Statt gleicber

Gewicbtsmengen wablten wir die relativen Konzentrationen, in

denen diese Sauren im Fibrin vorhanden sind, und erreicbten da-

durcb weit grossere Wirkung. Diese uberrascbende Feststellung

lenkte unsere Aufmerksamkeit unwillkurlich auf die Frage nacb

der optimalen Konzentration jfiir die Wirkung der einzelnen Amino-

sauren. Soweit uns bekannt ist, weiss man noch nicbt viel iiber

die Mengenverbaltnisse der einzelnen Aminosauren im Blut. Im
Schrifttum bat man auf die uberrascbende Bestandigkeit binge-

wiesen, mit der sicb samtbcbe Konzentrationen von Aminosauren

im Blute bei derselben Tierart wabrend des Fastens erbalten.

Abderhalden nimmt an, dass Leber und Darmwand fur diese

Eeguberung eine Bedeutung baben (zit. nacb Hdb. d. norm. u.

patbolog. Physiologic, Bd. 5). Wenn man von einem Amino-

saurespiegel sprecben darf, der ebenso wie im Falle des Blutzuk-

kers bier fiir die einzelnen Sauren gelten soil, so ware es nicbt

weiter merkwiirdig, dass das genannte Konzentrationsverbaltnis

in unserer Miscbung einen Teil der Verantwortung fiir die erreicbte

gute Wirkung iibernimmt. Bs ware ja garnicbt so undenkbar,

dass die Zusammensetzung des Fibrins binsicbtlicb der Amino-
sauren derjenigen des Protoplasmas ausserordentbcb abnbcb ist

und vielleicht einen Ausdruck dafiir darstellt, dass eine parenterale

Verdauung des Fibrins vor sicb gebt, Bergmann u. Niemann
(1937). Die Aminosauren des Blutes stammen wobl kaum aus-
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scliliesslicli von der Nahrungsaufaahme durch den Darm, nament-
licli nicht in einer Fastenperiode, wo ein grosser Teil der Gewebs-
und Blutproteine abgebaut wird. Im Zusammenbang hiermit
untersucbten wir, ob die Wirkung einer Mischung sicb andert,

wenn die Konzentration einer der in ihr vorhandenen Sauren
erbobt wurde, Wir fanden, dass das nicbt der Ball war.

Das Cystin in der BERGMANNmiscbung spielt eine grosse Rolle.

1st es nicbt darin vorhanden, so ist der iibrige Teil der Sauren
wirkungslos. Das ist jedocb nicbt so aufzufassen, als ob diesei

ubrige Teil der Miscbung xiberfliissig ware. Benutzen wir von
Anfang an das Verfabren mit den ganzbcb dialysierten Medien,
so ergibt sicb eine begrenzte Wirkung des Cystins, wahrend mit
der Gesamtmiscbung langanbaltende Wirkung und Wacbstum
zustande kommt, falls nocb dialysierter Embryonalextrakt
zugesetzt wird. Die BERGMANNmiscbung bildet eine vollstandigere

Ernabrung fiir die Zellen als das Cystin allein, das nacb diesen

Versucben mit Bestimmtbeit als unentbebrbcbe Aminosaure fiir

die betreffenden Zellen anzuseben ist. Nacb den Untersucbungen

Roses ist sie das nicbt fur den tieriscben Organismus. Hier ist

das Metbionin eine unentbebrbcbe Saure, und der Organismus

kann aus ibm seiber das erforderbcbe Cystin bilden. Dagegen

sind die isoberten ZeUen, wie wir sie bei unseren Untersucbungen

benutzten, nicbt imstande, das Metbionin zu entmethyberen.

Rose (1938) als erstem ist es gelungen, Tiere bei einer Er-

nabrung aus syntbetiscben Aminosauren am Leben zu balten und

wacbsen zu lassen. Das fiibrte zur Entdeckung einer neuen Amino-

saure, des Tbreonin. Roses Aminosauremischung batte keinerlei

Wirkung auf die Zellen, und die Tatsacbe, dass ein Zusatz von

Cystin aucb nicbts daran anderte, lasst darauf scbbessen, dass

Verunreinigungen in den Aminosauren dafur verantwortbcb

zu machen sind. Einige Anzeichen deuten darauf bin, dass das

Tbreonin die Scbuld daran tragt. Bisweilen entbalten die syntbe-

tiscben Aminosauren Spuren von Verunreinigungen, die toxiscb

wicken konnen. Abderhadden (personbcbe Mitteilung) bat die

Erfabrung gemacht, dass die bei solcben Untersucbungen beobacb-

teten toxiscben Wirkungen meistens durcb Verunreinigungen ver-

anlasst sind.

Es bat sicb indessen bei unseren Untersucbungen gezeigt,

dass das Cystin eine SondersteUung einnimmt insofem, als die

komplettierende Wirkung der untersucbten Miscbung eng mit

seiner Anwesenbeit zusammenhangt. Demnacb scbeint das
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Cystin eine Art Schliisselstellung einzunehmen, und diese darf

mit hoher Wahrscliemliclikeit atif die Schwefelgruppe zuriick-

gefiihrt werden. Schwefelhaltige Proteinstoffe kaben, wenn die

Scbwefelgruppe durcb Denaturierung freigelegt -wird, eine ahnliche

Wirkung wie das Cystin und konnen an dessen Stelle treten. In

dieser Weise ist Eialbumin, Serumalbumin, Insulin und eine

sckwacbe Losung von NajS -wirksam. Alle Anzeicben sprechen

dafiir, dass das Disulfid — bezw. die Thiolgruppe — der wirksame

Faktor beim Cystin oder Cystein und denaturiertem Protein

ist. Die Prage, ob die Aminosauren, die wir den Gevrebszellen

gegeniiber als wirksam erkannt baben, als solcbe in das Zell-

protoplasma eingebaut werden, oder ob sie als energiebeferendes

Material dienen und entaminiert werden, lasst sicb nocb nicbt

entscbeiden. Die zuckersparende "Wirkung der Aminosamren ist

jedenfalls unter den "Versucbsbedingungen sebr gering. In zucker-

freiem Zucbtungsmedium bielten die Zellen sicb etwas langer

mit Aminosauremiscbung als obne diese. Die Wirkungen der

Aminosauren auf die ZeUen konnte eber so gedeutet werden,

dass einige beim Aufbau wicbtiger enzymatiscber Teile in den

Zellen dienen, wie sie fiir gewisse Abbauvorgange oder sogar

Syntbesen notwendig sind. Diese Fragen waren vielleicbt zu

Ibsen, wenn die Wirkung der den Aminosauren entsprecbenden

Oxysauren und oKetosauren untersucbt wird.

"Viele Zeichen lassen darauf scbbessen, dass das Cystin eine

andere Bedeutung bat als die, fiir mangelbafte Ernabrung Aus-

gleicb zu scbaffen. Erinnern wir uns bier der vielen enzymatiscben

Systeme, die durcb die Tbiolgruppen aktiviert werden. Das

nacbstliegende ware aber wobl, an die proteolytiscben Systeme zu

denken. Gurade diesen gegeniiber wirken Glutathion imd andere

Tbiolverbindungen wie eine Steuervorricbtung durcb ibre Ein-

stellung auf bestimmte Eedoxpotentiale und vielleicbt aucb zu-

gleicb nocb durcb Bindung von Spuren scbwerer Metalle an die

-SH. Auf jeden Fall stebt ganz unumstbssbcb fest, dass gewisse

proteolytiscbe Enzyme durcb -SH aktiviert werden (Geassmann,

1930; il^RRER, 1933; v. Eulee, 1934; Csonka, 1938, u. a. m.).

Vielerlei deutet darauf, dass es die gebundenen -SHgruppen im
Protein des Enzyms sind, die diesen reversiblen Oxydations- und
Eeduktionsvorgangen unterbegen. Man nimmt ja in Wirkbch-
keit an, dass das aktive Enzym eine Thiolverbindung, die inaktive

Form dagegen eine Disulfidverbindung ist.
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Noch konnen wir nichts mit Sickerkeit dariiber aussagen, war-
urn das Cystin diese ausgezeicknete komplettierende Wirkung
auf die Zellen in unserem insuffizienten Sledium ausiibt. Am
nackstliegenden ist die Annakme, dass die Disulfidgruppe akti-

^derend auf ein proteolytisches System einwirkt, das es den Zellen

moglick mackt, das Protein im umgebenden Medium abzubauen
oder etwa eine Syntkese von Zellsubstanz mit den ubrigen Amino-
sauren der benutzten Misckung einzugeken. Diese Annakme
findet eine Stiitze in dem Umstand, dass das Cystin allein nickt

imstande ist, eine so vollstandige Wirkung zu entfalten, als wenn
es in Verbindung mit einer Anzakl anderer Aminosauren auftritt,

die fur sick selber wieder keine Wirkung besitzen. Man kann also

annekmen, dass das Cystin entweder direkt als Aktivator auf

Zellproteasen einwirkt (z. B. Katkepsin), oder indirekt duxck

Sckaffung des geeigneten Eedoxpotentials fiir die Aktivitat dieser

Vorgange.

Hopkins (1925) kat nackgewiesen, dass -SHgruppen Pettsauren

bei einem pH von 3.5—4.0 und Protein bei pH 7.4—^7.6 oxydieren.

Hack Bobsook, Davenpokt (1937) und anderen bilden ferner

Thiolverbindungen, Glukose, Dekydrogenase, Haemockromogen,

Ascorbinsaure und Sauerstoff ein gescklossenes respiratorisckes

System. In welcker Weise das Cystin in den Stoffwechsel der

Zellen bei unseren Untersuckungen eingriff, lasst sick nock nickt

mit Sickerkeit klarlegen. Unter den vielen Moglickkeiten kalten

wir die Aktivierung eines proteolytiscken Systems in den Zellen

fur die Wakxsckeinlickste. Wenn denaturiertes Eialbumin, Serum-

albumin und Insulin bei unseren Versucken die Kolle des Cystins

zu libernekmen vermockten, so sprickt das eker daftir, dass das

Cystin ein Aktivator ist und nickt als gewoknlicker Baustein

dient, und dass der wirksame Teil des Molekiils durck die Sckwefel-

gruppe vertreten ist. Man weiss, dass das Papain durck denatu-

riertes Eialbumin aktiviert werden kann, das als Tkiol-Aktivator

wirkt, Bersin (1940).

Cystin ist eine Disulfidverbindung, die zusammen mit dem

Sulfkydryl der Zellen das dynamiscke Gleickgewickt festlegt:

-SS- > -SH. Hopkins und Elliot (1932) geben an, dass in einem

Organ mit intakter Blutzirkulation Glutatkion in oxydierterEorm

im GleickgeWickt mit der reduzierten Form vorhanden ist. In

einem kerausgenommenen Organ wird das ganze Glutatkion

xeduziert, selbst Wenn die Zellen nur ganz kurze Zeit einem Sauer-
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stoffmangel ausgesetzt waren. Das konnte daftir sprechen, dass

das Cystin schnell reduziert wird, -wenn man es den Kulturen

zusetzt.

Rapkine (1938) hat an Seeigeleiern nachgewiesen, dass eine

Denaturierung des Proteins in den Zellen ihrer Teilung voraus-

geht, und dass dabei -SHgruppen freigelegt werden. Dass dieser

Vorgang von allergrdsster Wichtigkeit fiir die folgende Entwick-

lung ist, wird weiterbin aus den bedeutsamen Arbeiten Brachets

(1938) ersichtlich. Dieser untersuchte die Lokalisation von Stoffen

mit freien -SHgruppen wabrend der friiben EmbryonalentwicMung

von Ampbibienlarven von dem Augenbbck an, da das Ei.befruch-

tet wurde. Beacbtenswert ist es nun dabei, dass die Lokabsation

von -SH genau mit den Gebieten zusammenfallt, die vom morpbo-

genetiscben Standpunkt aus die grosste Bedeutung baben, nambcb

den Gebieten mit besonders aktivem Stoffwecbsel.

Ephrussi (1932) wies nacb, dass Gewebekulturen, die sicb in

lebbaftem Wacbsen befinden, starke Nitroprussidreaktion ergeben.

Kbngt das Wacbsen ab, so wird aucb die Reaktion scbwacber

Oder ganz negativ. Sowobl Rapkine wie aucb Ephrussi scbreiben

der -SHgruppe sebr grosse Bedeutung als Wacbstumsaktivator

zu; sie sind der Meinung, dass diese Gruppen fiir die Wacbstums-

fordernde Wirkung des Embryonalextraktes verantwortbcb sind.

Embryonalextrakt ist besonders reich an -SH.

Man bat aucb die Wirkung des Glutatbion auf das Wacbsen

der Gewebszellen untersucbt. So fanden Huepbr und Russel

(1933), dass embryonaler Gewebsextrakt 40 mg% Glutatbion, als

-SH gemessen, entbalt. Cystein als Zusatz zu den Kulturen in

einer Menge, wie sie dem Gebalt des Extraktes an Sulfbydryl

entspracb, batte stimuberenden Einfluss, docb War er nicbt

gross genug, um eine Erklarung fiir die Wirkung des Embryonal-

extraktes zu bieten. Verne (1938) und andere sind der Meinimg,

dass Glutatbion ein notwendiger Eaktor sei, docb nicbt ausrei-

cbend als Ersatz fur die embryonalen Gewebssafte.

Diese wenigen HinWeise auf die Bedeutxmg der Tbiolverbin-

dungen fiir den intermediaren Stoffwecbsel der Zellen lassen nocb

starker die Sonderstellung des Cystins unter den von uns unter-

sucbten Aminosauren bervortreten.

Eriibzeitig war man sicb klar dariiber, dass die Gewebekultur-
tecbnik die geeignetste Methode zur Losung pbysiologiscber

Eragen dieser Art bieten miisse. Denn es wird kaum mit irgend-

einer andern heute bekannten Tecbnik mogbcb sein, so durcb-
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sichtige Versuclisbedingungen zu erzielen. Ein Weiterkommen
mit solcken Versucken fast stets gehemmt, well es an Metho-
den feklte, um die einzelnen Komponenten der Nakrstoffe quan-
titativ restlos zu entfernen. Wenn es liier jetzt gegliickt ist, der-

artige TJntersuchungen durclizufuliren, so ist das in erster Eeihe
dem Verfakren zu verdanken, nack dem man quantitativ eine

ganze Beihe von Stoffen, die fiir das Leben der Zellen von grund-

legender Bedeutung sind, entfernt. Bei systematischem Durch-

sucken kann somit die Bedeutung . der entfernten Stoffe, seien

sie bekannt oder unbekannt, festgestellt werden, indem man sie

einzeln vrieder kinzusetzt. Sodann verfiigen wir mit dieser Tecknik

Tiber die Moglickkeit, die besonderen Anspriiche der einzelnen

Gewebazellen aufzudecken. Auf diese Weise vrird es sicherkch

gelingen, die Gewebszellen so zu klassifizieren, wie man es sick

fruker sckverlick vorgestellt kat. Da musste man sick mit einer

rein morpkologiscken Einteilung der Zelltypen begniigen, me die

klassische Zellekre imd die Schnittkistologie es uns gelehrt kat.

Welcke Bedeutung vom pkysiologiscken Gesicktspunkt kat es

dock z. B,, dass wir den Nakrungsbedarf der verschiedenartigen

Gewebszellen zu registrieren vermogen! Wie schon erv'aknt,

kaben vrir erst einige Untersuchungen rein orientierender Art

angestellt, aber sie zeigen dock sckon, dass nur wenige Gewebs-

zellentypen die Eakigkeit besitzen, auf den dialysierten Medien

zu leben, namlick diejenigen, die Protein abbauen konnen (Darm-

epitkel, Ckorion, z, T. auck Sarkomzellen). Auck kierdurck wird

gemss einmal Gelegenkeit geboten verden, unsere Kenntnis von

der Pkysiologie der malignen Gewebszellen zu erweitern. Nament-

lick wird es Bedeutung kaben, vergleichende Untersuckungen

Tiber maligne tmd die iknen entspreckenden gesunden Geivebs-

zellen innerkalb derselben Tierart auszufiikren.

Zusammenfassung.

1. Es -wird ein Verfakren angegeben, mit dem alle dialysier-

baren Stoffe aus dem Ziicktungsmedium fiir Gewebszellen entfernt

werden konnen.

2. Ein dialysiertes Ziicktungsmedium ist insuffizient fiir die

benutzten Gewebszellen (osteogene Fibroblasten). In solckem

Medium verfalien die Zellen scknell der Autolyse.

3. Die VervoUstandigung des Mediums erfolgt, wenn normales

Serum oder dessen Dialysat oder Ultrafiltrat zugesetzt wird.
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4. Periostale Pibroblasten sind nicbt imstande, dialysierte

Plasmaproteine abzubauen.

5. Trjpsinverdaute oder der Saureliydrolyse unterzogene

Proteine (vorher dialysierte) wirken, dem insuffizienten Medium

zugesetzt, komplettierend. Die wirksamsten Fraktionen fanden

sich unter den in Wasser scbwerlosbclien Aminosauren.

6. Es wird zum ersten Male direkt nachgewiesen, dass Amino-

sauren von Gev'ebszellen ausgenutzt v'erden. Eine Misclmng von

9 Aminosauren, vie Bergmann und Niemann sie quantitativ

aus dem Fibrin isoliert haben, \rirkte vbllig komplettierend auf

das Wachsen der Zellen in einem dialysierten Medium. Stand

die relative Konzentration der einzelnen Aminosauren in der

Miscbung in demselben Verhaltnis, in der diese Sauren im Fibrin

vorkommen, so war die Wirkung gross. Enthielt die Mischung

dagegen nur gleicbe Gewichtsteile, so besass sie praktisch keine

Wirkung. Dieses eigenartige Verhaltnis wird cingehender erortert.

7. Die von Eose benutzte Aminosauremischung, mit der er

Wachstum bei jungen Tieren erreichen konnte, war wirkungslos.

8. Methionin kann von den benutzten Gewebszellen nicht aus-

genutzt werden, wohl aber Cystin.

9. Cystin nimmt eine Sonderstellung unter den gebrauchten

Aminosauren ein, indem es fiir sich allein eine Zeitlang imstande

ist, die Zellen vor dem Untergang im insuffizienten Medium zu

schiitzen. Die untersuchten Aminosauremischungen sind ohne

Cystin wirkungslos.

10. Denaturiertes Eialbumin, Serumalbumin und Insulin

haben dieselbe Wirkung wie Cystin.

11. Es wird vermutet, dass Cystin ebenso wie die denaturierten

Proteine durch den Gehalt an -SS- und -SH wirken, moglicher-

weise auch als Aktivator fiir ein proteol}’tisches System, das

daduTch den Zellen einen Abbau der vorhandenen Proteine er-

moglicht.

12. Orientierende Untersuchungen haben gezeigt, dass nur

bestimmte Zellen auf den dialysierten Medien zu leben vermogen,

u. zw. weil sie uber ein aktives proteolytisches System verfiigen.

Dazu gehoren Darmepithel, Chorionzellen und z. T. Sarkomzellen

aus Eous’s Sarkom.

13. Einige Verhaltnisse hinsichtlich der Bedeutung von Zucker

und Eiweiss werden untersucht. Eine Aminosauremischung kann
das Zugrundegehen der Zellen in zuckerfreiem Ziichtimgsmedium
um einiges verzogern. Wird das Protein ganz oder teilweise durch
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pliysiologische Salzlosung (Ringer oder T3rrode) ersetzt, so gehen
die Zellen infolge der Storung im DoNNANgleichgewiciit recht

schnell zugrunde.

14. Es -ff'ird gezeigt, dass der tierische Wuchsstoff (in den em-
bryonalen Gew'ebsextrakt^n) nur dann wirksam ist, wenn die

erganzenden Aminosauren zugegen sind. Der Wucbsstoff wirkt

nicht energieliefernd sondern katalysierend.

Literaturverzeiehnis.

Astrup, T. Enz}'niologia, 1938, 5, 12.

Baker, L. E. J. Exp. ]\Ied., 1933, 57, 689.

Baker, L. E. Ebenda, 1939, 69, 625.

Baker, L. E., and A. Carrel. Ebenda, 1926, 54, 397.

Baker, L. E., and A. Carrel. C. R. Soc. Biol., Paris, 1926, 95, 260.

Baker, L. E., and A. Carrel. J. Exp. Med., 1928, 47, 353.

Baker, L. E., and A. Carrel. Ebenda, 1928, 48, 533.

Baker, L. E., and A. H. Ebelixg. Ebenda, 1939, 69, 365.

Bergm.axn, M., and C. Niemakn. J. Biol. Chem., 1936, 115, 'll.

Bergmaxn, M., and C. Niemann. Science, 1937, 86, 187.

Bersin, Th. Hdb. der Enzymologie. 1910, 1, 579.

Borsook, H., H. W. Davenport, C. E. P. Jeffreys, and R. C.

"Warner. Journ. Biol. Chem., 1937, 117, 237.

Bracket, J. Bull. Sci. Acad, roy, Belg., 1938, 24, 499.

Burrows, M. T., and C. A. Neymann. J. Exp. Med., 1917, 25, 93.

Carrel, A., and A. H. Ebeling. Ebenda, 1922, 36, 645.

Carrel, A., and A. H. Ebeling. C. R. Soc. Biol., Paris, 1924, 50, 31.

CsoNKA, E. A. Proc. Soc. Exp. Biol., N. Y., 1938, 38, 281.

Dolschansky, L. Z. Zellforscli., 1929, 8, 789.

Ephrussi, B. La culture des tissus, Paris 1932.

Euler, H., P. Karrer und E. Zehender. Helv. Chim. Acta, 1934,

17, 157.

Eischer, a. Gewebezuchtung, Miinclien, 1930.

Eischer, a. Virchows Arch. 1930, 279, 94.

Eischer, A. Arch. exp. Zellforsch., 1937, 19, 255.

Eischer, A., und A. C. Parker. Ebenda, 1929, S, 297.

Grassmann, W., H. Dyckerhoff und 0. v. Schoenebeck. Hoppe-

Seyl. Z., 1930, 186, 183.

Hopkins, E. G. Biochem. J. 1925, 19, 787.

Hopkins, E. G., and K. Elliott. Proc. Roy. Soc., London, B, 1932,

109, 58.

Karrer, P., und E. Zehender. Helv. Chim. Acta, 1933, 16, 701.

Mayer, E., and A. Eischer. Skand. Arch. .Physiol., 1937, 75, 268.

Neubauer, 0. Handb. d. norm. u. pathol. Physiol., Berlin 1928, 5, 737.

Nielsen, N., og J. Dagys. C. R. Lab. Carls'berg, Ser. physiol., 1940,

22, 447.



188 ALBERT FISCHER.

Eapkine, L. Biochem. J. 1938, 32, 1729.

Rose, W. C. Physiol. Rev. 1938, 18, 109.

Shibata, T. AtcL exp. Zellforsch., 1929, S, 142.

Verxe, J., et A. A'^erxe-Soubirax. C. E. Soc. Biol., Paris, 1938 127
1090.

’ ’

AYright, G. P. j. Exp. Med., 1926, 43, 591.



From the Physiological Institute of the University of Oslo.

Titrimetric Determination of the Carbon
Dioxide Content of Biological Fluids.^

By

R, WENNESLAND.

In a previous paper (Wennesland 1940) I have described a

new method for the determination of carbon monoxide in blood.

The blood is brought into an Erlenmeyer flask, mixed with water,

and the carbon monoxide is liberated by adding dilute sulfuric

acid. The gas wanders by its own kinetic power into another

Erlenmeyer flask connected with the first one by an airtight rubber

cuff, and containing a known solution of palladium chloride. A
corresponding quantity of the latter is reduced to metalHc palla-

dium, and the excess of palladium chloride is determined iodo-

metrically.

The principle of this method can be applied for the deternai-

nation of other gases or volatile substances of biological fluids.

In the following paper I will describe its application to carbon

dioxide determinations.

Principle.

The fluid under examination, e. g. plasma, is brought into an

Erlenmeyer flask, and made strongly acid by a non-volatile acid,

e. g. sulfuric acid. Another Erlenmeyer flask containing a known

solution of barium hydroxide, is connected with the first one by

an airtight rubber cuff. The carbon dioxide liberated reacts with

the barium hydroxide after the following equation:

CO2 + Ba(OH)j = BaCOs + H^O.

^ Eeceived 8. April 1941.
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The BaCOs is precipitated, and the excess of Ba(OH)2 is deter-

nained by titration with hydrochloric acid. Blanks are made in

the same way with all reagents except the plasma, to correct for

the contents of carbon dioxide in the air and in the reagents.

Reagents.

10 per cent sulfuric acid.

1/25 N barium hydroxide solution (approximate). 3.43 grams of

Ba(OH)2 p. a. (Merck) are dissolved in 1 liter of distilled water, and
stored in a stoppered bottle. Before each day’s use a sufficient portion
of the reagent is filtered through a white ribbon filter paper (Schleicher

& Schiill No. 589®).

1/50 N hydrochloric acid is prepared by diluting concentrated HCl
p. a. of known specific gravity with distilled water. It is adjusted against

1/20 N standard sodium carbonate solution with methyl orange indi-

cator, following Kolthoff’s directions (Kolthoff 1931).

Indicator; Bor the final titration of the excessive BafOH)^ I tried

several indicators after Kolthoff. None of them were quite satis-

factory. I prepared at last a good indicator by mixing equal portions

of 1 per mille solutions in 50 per cent alcohol of phenolphtalein, thymol
blue and methyl green. The indicator changes its colour from violet

—

blue—steel grey—to a brilliant yellow green at a pH of about 9—8.

The change of colour from steel grey to yellow green is especially sharp,

and occurs with O.oi cc. of 1/50 N HCl. Better than methyl green is

“Lichtgriin F. S.” (Grubler) in the same concentration. It is more
stable than the methyl green, but any clear and stable green colour

may be applied.

Apparatus and equipment are the same as described by the author

previously (1940).

Procedure.

The procedure for the analysis of 1 cc. of plasma will be de-

scribed.

The blood is prevented from coagulation by 0.15 per cent of

dry neutral potassium oxalate. It is drawnand centrifuged anaero-

bically after the directions of Peters and Van Slyke (1932).

If not handled anaerobically, the procedure of Van Slyke and

Cullen is chosen (Van Slyke and Cullen 1917, Peters and

Van Slyke 1932).

In one 50 cc. Erlenmeyer flask, which contains 2 cc. of dis-

tilled water, is delivered 1 cc. of plasma. In another 50 cc. flask

is delivered 3 cc. of filtered 1/25 N Ba(OH)2 solution, A rubber

cuff of suitable calibre is moistened with distilled water and put

on the neck of the latter flask. Immediately before connecting
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the two flasks, cc. of 10 per cent sulfuric acid is dropped from
a burette into the plasma water mixture. The flasks are kept in

a horisontal position when connected, that no plasma can enter

the Ba(OH)a solution or vice versa. They are placed in the rotator

pre%dously described CWennesland 1940), and rotated for l^/a

hour. Then they are disconnected, and 10 drops of the mixed
indicator described under “Reagents” are dropped into the flask

which contains excessive Ba(0H)2 and precipitated BaCOs. The
excess of Ba(OH)2 is determined by titration with 1/50 N HCl.

The blanks are made in the same way without plasma.

Calculation.

The content of carbon dioxide is found by the formula;

C02 = (bi— bj,)f,

where b^ is the number of cc. of HCl required for the titration of the

blank, bj is the number of cc. of HCl required for the analysis, f is the

concentration of the HCl. "When kept in a stoppered bottle, the hy-

drochloric acid keeps its concentration for months.

If one wants to express the contents of carbon dioxide in volume

per cent, f is multiplied by = .

Example: bj

bj = 3.02 cc. »

6.08 cc. of ^ 1.02 H HCl
50

^ 1 , 22.4 X 100
3

CO2 = 69.02 vol. per cent.

Details.

The filtering of the barium hydroxide solution through a suffi-

ciently fine filter is important. About double the quantity of the

day’s use ought to be filtered into a clean flask. When the 3 cc.

for the analyses and the blanks are taken from the bottom of the

flask, the overlying layer protects the reagent from being changed

by the carbon dioxide of the air, and it keeps nearly the same con-

centration, even when a long series of determinations are made.

To prevent eventual changes of the barium hydroxide solution

from influencing the precision of the determinations, individual
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blanks are taken, eacb preparation of an analysis being imme-
diately followed by a corresponding blank.

However, the most important precaution to get accurate results,

is to keep the expiratory air away. The content of carbon dioxide

of the atmospheric air is rather constant during the analysis,

and is corrected for in the blanks. If however any of the expira-

tory air enters the Erlenmeyer flasks before they are connected,

the analysis is spoiled. This is most easily prevented by working

against a stream of air from an electrical fan. The fan is placed

at the height of the face, and blows the expiratory air behind the

worker. The Erlenmeyer flasks are kept at the same height

during the preparation.

The plasma is delivered from a 1 cc. pipette adjusted for deli-

very between two marks. An ordinary pipette adjusted for

outblow delivery may also be used, but must be blown out by a

rubber balloon.

Originally the 10 per cent sulfuric acid was placed in a very

small bottle, which was laid into the 50 cc. Erlenmeyer flask

containing the plasma. In this way the acid was kept out of

contact with the plasma, imtil the two Erlenmeyer flasks had

been connected. Then the bottle was tilted over, and delivered

the sidfuric acid. Experiments showed however, that no carbon

dioxide was lost, if the sulfuric acid was dropped from a burette

into the plasma immediately before the Erlenmeyer flasks were

connected.

The final titration ought to be performed in as near as possible

equal time for the blanks and the samples, and with no more

stirring than necessary. A time of outflow of the hydrochloric

acid of about 1 minute is proper, and the content of the flask

is whirled cautiously and smoothly around, without splashing.

I chose as the end-point of the titration of the blanks a brilliant

yellow green colour, but in the analyses the end-point colour will

always be a little more grey green because of the precipitate of

barium carbonate. If the titration has gone a little too far, one

can add a little excess of 1/50 N sodium hydroxide and anew

reach the end-point with HCl.

If one has not a rotator like that described by the author (1940)

or a similar one, and an analysis is to be made only occasionally,

one gets almost as good results by leaving the flasks still over

night (16—20 hours), as it was also found to be the case with the

carbon monoxide analyses (Wennesland 1940).
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Results.

In one series I have analysed by the present method the carbon
dioxide contents of freshly prepared standard solutions of sodium
carbonate, whose concentration was determined in 3 other ways:

1) By weight and calculation. Sodium carbonate was prepared
from NajCOs p. a. (Merck) by heating for 1—2 hours in an oven
at 290° 0. 1 liter of a 1/15 H solution was prepared by weight,

and in the same way 1 liter of a 1/20 N and of a 1/25 N one.

2) By direct titration against 1/50 N HCl using methyl orange

as indicator following Kolthofp’s directions. From the titra-

tion result was subtracted 0.01 cc. of 1/50 N HCl required to give

the chosen end-point in a COo-free control water blank.

3) By direct titration against 1/50 N HCl using the mixed
indicator described under "Reagents”. 1/50 N HCl was added

in excess to 1 cc. of the sodium carbonate solution, and a few

grains of pumice stone. The mixture was heated to the boiling

point, and kept boiling 3—

i

minutes to drive out all carbon

dioxide. It was cooled, 10 drops of the mixed indicator were

delivered into it, and from a burette was added 1/50 N NaOH,
until the colour became violet. Then 1/50 N HCl was added drop

by drop until the colour changed into brilliant green. The con-

tent of sodium carbonate present corresponded to the difference

between total HCl and the NaOH used. To the result was added

0.01 cc. of 1/50 N HCl representing the titration error formd by

handling a COa-fxee control water blank in a similar way. The

HCl was adjusted against a 1/20 N standard sodium carbonate

solution prepared independantly of the solutions above.

In Table I the results of my first series are seen. There is good

agreement between the values found by the present method and

the three others. All of the differences between the calculated

values and the values found by the present method, lie within 3

times the standard error of the difference.

In another series I examined the carbon dioxide contents of

1 cc. of plasma by the present method, and compared them to

determinations by the volumetric method of Van Slyke (Van

Slyke 1917, Peters and Van Slyke 1932). The results are seen

in Table II. The mean coefficient of variation of the values foimd

by the present method, is about 1 per cent of the values concerned.
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Table I.

Analyses of Standard Sodium Carbonate Solutions for Carbon
Dioxide.

The values found by the present method compared to the calculated values

and to the values found by direct titration with methyl orange as indicator

and with a mixed indicator. 1 cc has been used for all analyses.
CO2 contents in vol. per cent.

Nor-
mality of

the soln-

tions

Present method (a)

Mean of 12 analyses Calcula-

ted

values (b)

Vol. per
cent

Differ-

ence bet-

ween
b and a
Vol. per

cent

Standard
error of the

difference

multiplied

by 3. Vol.

per cent

Direct titration

Mean of 6 analyses

Vol. per
cent

Coeff. of

varia-

tion

Methyl
orange
Vol. per

cent

Mixed
indicator

Vol, per

cent

1/25 N. 44.89 1.6 44.80 — 0.09 + 0.68 44.87 44.73

1/20 N. 55.56 1.2 56.00 •4 0.46 + 0.68 55,97 55.97

1/15 N. 74.08 1.0 74.07 + 0.69 ± 0.G4 74.71 74.61

Table II.

Analyses of Plasma for Carbon Dioxide.

Present method compared to the volumetric method of Van Slyke. 1 cc.

has been used for all analyses. Mean of 12 donble analyses. Coj contents

in vol. per cent.

Present method.
The volumetric method

of Van Slyke.

Difference

between the

present me-
thod and the

method of

Van Slyke.

Vol. percent

Vol. per

cent.

Coeff. of
variation.

Vol. per
cent.

Coeff. of

variation.

Sample 1. . . . 70.70 0.9 71.03 B - 0.33

> 2. . . . 1.2 69.96

> 3. . . . 69.92 1.3 69.97 0.4 - 0.05

> 4. . . . 72.65 0.8 72.24 0.4 -f 0.41

> 5. . . . 71.01 0.8 71.02 0.6 -O.Ol

> 6. . . . 71.04 0.7 70.63 0.4 4* 0.51

> 7. . . . 70.91 0.9 71.21 0.4 -0.30

> 8. . . . 72,06 0.9 71.47 0.4 + 0.69

> 9. . . . 70.44 1.0 70.73 0.7

> 10. . . . 69.63 1.0 69.97 0.6

> 11. . . . 70.62 1.1 70.06 0.4 + 0.57

> 12. . . . 63.38 1.0 63.86 0.5 -0.48

Mean of 144
analyses. 70.26 1.0 70.17 0.6 -i- 0 08
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by the method of Van Slyke the coefficient of variation is about
the half. The mean standard error of the difference between the
values found by the two methods is 0.23 vol. per cent. Only one
of the differences slightly exceeds 3 times the error, viz. that of
sample 2 with a difference of 0.70 vol. per cent. The coefficient

of variation of that sample is however rather large (1.2 per cent
of 70.66), and if applied to the calculation of the standard error

of the difference, the latter is found to be 0.26 vol. per cent, mul-
tiplied by 3 is 0.78 vol. per cent.

The difference of the mean of all 144 analyses is 0.08 vol. per

cent. The standard error of the same difference is 0.07 vol. per

cent, multiplied by 3 it is 0.21 vol. per cent.

I have examined the results of analyses without rotation of the

flasks (Table III). They were prepared as usual, but lay still

overnight (18 hours).

Table m.
Analyses of Plasma and of a Standard Sodium Carbonate Solution

for Carbon Dioxide.

The flashs were left lying still 18 hours. Present method compared to the
volumetric method of Van Slyke, and in the analysis of sodium carbonate
also to calculated value aud to the value found by direct titration. 1 co. has

been used for all analyses. CO, contents in vol. per cent.

Present method.
The volumetric

method ofVan Slyke
Direct

titration.

Mean of 6
analyses.

Vol. per

cent.

Calculat-

ed value.

Vol. per

cent.

Mean of 12
analyses.

Vol. per

cent.

Cooff, of

varia-

tion

Mean of 12

analyses.

Vol. per

cent.

Coeff. of

varia-

tion

Plasma . . . 65.24 1.3 64.80 0.4

1/20N sodium
carbonate. . 55.73 1.4 55.36 1.6 55.92 56.00

Finally I have examined the influence of time on the reaction,

when the flasks are rotated (Fig. 1), and when they are left lying

still (Fig. 2). When rotated, maximum values are attained after

90 minutes, whether plasma or a pure sodium carbonate solution

is examined. When left lying still, maximum is reached after

15—16 hours.

Further experiments are being carried out to determine the

ammonia contents of biological fluids in a similar way.
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Fig. 2 Analyi>o.s of 1 cc. of Plasma for Carbon Dioxidc.

Empiricnl curve showing the correlation between an.ah’sis values and re.nction

time, when the flasks have been left lying still.

Summary.

The principle and apparatus described by the author to deter-

mine carbon monoxide in blood, can be applied for analyses of

other volatile substances of biological fluids.
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In this paper it is used for the determination of carbon dioxide.

A known quantity of the fluid under examination is delivered

into an Erlenmeyer flask, and the carbon dioxide is liberated by
sulfuric acid in excess. Another flask containing a known quantity

of barium hydroxide solution is connected with the first one by
an airtight rubber cuff. The carbon dioxide is absorbed by the

barium hydroxide and precipitated as barium carbonate. The

excess of barium hydroxide is determined by titration with hydro-

chloric acid. Original barium hydroxide is determined in a blank,

which also includes correction for the carbon dioxide present in

the reagents and in the atmospheric air.
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From the Physiological Institute of the University of Oslo.

Titrimetric Determination of tlie Carlbon

Monoxide Binding Capacity of Blood.^

By

R. WENNESLAND.

In a previous paper I have described a new method for the

determination of carbon monoxide in blood (Wennesland 1940).

When the content of carbon monoxide of a blood sample has

been determined, it will often be of interest to decide how great

a part of the total hemoglobin is bound to the carbon monoxide.

The total content of hemoglobin may be found by one of the

ordinary methods, colorimetric or gasometric. The gasometric

methods are superior to the colorimetric in accuracy, and generally

involve determination of either the carbon monoxide capacity or

the oxygen capacity. In many cases carbon monoxide capacity

determinations are preferable. Blood from smokers, motor-car

drivers and other people who have been in contact with carbon

monoxide, often contains small quantities of the gas, which re-

present a marked source of error, when oxygen capacity deter-

minations are made, as they are not driven out when the blood

is saturated with air in the ordinary way. Enghoff (1937) found

in 13 of 168 examined cases a significant difference of 0.4—1.7 vol.

per cent between the oxygen capacity and the carbon monoxide

capacity of the same blood. All of the persons included in the

differences were smokers (except possibly one).

I have myself examined smokers and found the contents of

carbon monoxide in their blood ranging from 0.15—2.05 vol. per

cent, depending upon the quantities of tobacco used, the manner

of smoking and the time elapsed since the indulgence.

^ Received 8 April 1941.
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When the oxygen capacity of blood containing many microbs
is to be analysed, the microbs will rapidly combust some oxygen
and give too low values. Also in the latter case determination
of the carbon monoxide capacity will be preferable (Haldane
1899—1900).

I have applied my method for the determination of carbon
monoxide in the blood to determine the carbon monoxide capa-

city. It is as easy to perform as the former, and is practical in

cases where great accuracy is wanted, and where any disadvantages

are connected with the determination of the oxygen capacity.

Especially if my titrimetric method has been used to determine

the content of carbon monoxide of a blood sample, it will be na-

tural to apply it also to the carbon monoxide capacity determina-

tion of the same blood.

Principle.

The blood is saturated with carbon monoxide, and its content

of the gas determined as described previously (Wennesland
1940). To correct for physically dissolved carbon monoxide, a

portion of distilled water of the same temperature is saturated

with the same gas. An equal part of water is analysed in the

same way as the blood, and serves as a blank.

The use of water for the blanks is based upon the hypothesis,

that the solubility of carbon monoxide in water is nearly the

same as in blood. This is stated to be the case for oxygen and

nitrogen by Sendroy, Dillon and Van Slyke (1934). For car-

bon monoxide it is not yet experimentally confirmed. Van Slyke

and Hiller (1928) apply the same principle to correct for physic-

ally dissolved carbon monoxide. To make the error which might

originate from a greater difference between the solubility of the

gas in the blood and in water, as small as possible, they saturate

the blood with carbon monoxide under low pressure (about 25 mm.

Hg). I have applied a similar technique, using carbon monoxide-

nitrogen mixtures of Vio ox ®/io, but with pure carbon monoxide

I have obtained as good results.

Procedure.

3—4 cc. of blood are drawn into an air-free glass syringe of

20 cc. or greater. The blood is prevented from coagulation by
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some anticoagulant, heparin, potassium oxalate or sodium citrate.

The carbon monoxide gas is sucked in after the blood to the 20 cc.

mark. The tip of the syringe is closed by a little rubber tip with

a nail, as described by Scholander (1938). In another syringe

the same quantities of distilled water and carbon monoxide are

sucked in. Both syringes are rotated about 30 minutes in the

rotary mechanism described by the author (1940) or in a similar

one.

After Enghoff’s suggestion (1937) the s}Tinges are placed in

an oblique position of about 5° to the axis of rotation. In this

way the blood is not only rotated, but also driven to and fro in

the lengthwise direction of the saturator.

When the saturation is completed, the content of carbon

monoxide is analysed as described (Wennesland 1940), I take

however only cc. for the analj^is, as the quantities of carbon

monoxide generally present in 1 cc. of saturated blood come too

near the oxidizing power of the palladium chloride used. (The

usual portion of 2 cc. of 1/100 N PdCl. is capable of oxidizing a

theoretical maximum quantity of 22.4 vol, per cent of CO in

1 cc, of blood.) Naturally one can enlarge the quantity of palla*

dium chloride by using 3 cc. of the 1/100 N solution or 2 cc. of

a somewhat stronger one, but I have preferred to reduce the

quantity of the blood. The general reagents and procedure may
then be applied in all details. The only difference concerns the

calculation, where the factor E must be multiplied by 2, as will

be evident from the formula for the calculation of E (Wennes-

LAND 1940).

V2 cc. of water saturated with carbon monoxide is used for the

blanks, and in all respects handled as the blood analyses. The

blanks include corrections for physically dissolved carbon mon-

oxide in the blood, and for small quantities of the gas in the

laboratory air.

The carbon monoxide capacity is calculated by the formula:

CO vol. per cent = (bj — bj) 2 E,

where bi is the cubic centimeters of thiosulfate required to titrate

the blank, b2 is the thiosulfate required for the blood analysis.

E is found in Table V of my previous paper, when the thiosulfate

has been adjusted against 5 cc. of 1/200 N standard potassium

iodate solution.
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Details.

I •vrill recommend the rotary mechanism previously described (Wen-
NESLAND 1940). It is easily made, and if one has not an electrical

motor, it can be driven by a water wheel. The latter is made from a
large cork stopper with blades of thin metal plates. It is placed on the
same axis as the corks carrying the analysis flasks, and is driven by a
flow of water from the water tap. The axis can rest on two bearings,

each on one- side of the sink. With good pressure on the water the
rotary mechanism is driven around quickly enough, but not so smoothly
as by an electrical motor.

The carbon monoxide gas used for the saturation, was prepared after

the directions of Peters and Van Slyke (1932). It was bubbled re-

peatedly through alkaline sodium hyposulfite solution to free it from
oxygen. In some experiments I used pure carbon monoxide, in others

carbon monoxide diluted by nitrogen in proportions of Vio ®iid -/lo-

Even a concentration of of carbon monoxide is sufficient to saturate

all hemoglobin of 3—4 cc. of blood. But to be sure also that the tension

of carbon monoxide in the blanks at the end of the saturation was the

same as in the blood syringes, I renewed the gas mixture in the syringes

after 15 minutes, when the diluted carbon monoxide was used. The
first portion was expelled, and a new one sucked in.

Results.

In one series the carbon monoxide capacity was determined

by the present method and by a modified method of Sendroy

and Liu (Sendroy and Liu 1930, Wennesland 1940), and

compared to the oxygen capacity of the same blood, determined

after Van Slyke-Neill (Peters and Van Slyke 1932). The

carbon monoxide saturations were performed with CO/Nj mixtures

of ^/lo and ®/ioj except in sample 7 where pure carbon monoxide

was applied. The oxygen saturations were made with air, fol-

lowing Enghoee’s directions (1937). Corrections for physically

dissolved oxygen were taken from Sendroy, Dillon and Van

Slyke (1934).

As the blood in some cases originated from students, who had

smoken a cigarette or more the same day, and the oxygen satura-

tions in all cases were performed with laboratory air, which might

contain small quantities of carbon monoxide, an extra correction

was added to the values of the oxygen capacity. It was found

by analysing 2 cc. of untreated blood on its content of carbon

monoxide by the titrimetric method.
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Table I.

Carhon Monoxide Capacity and Oxygen Capacity Determinations.

Present method compared to a modified method of Sendroy-Liu and the me-
thod of Van Slyke-Neill. V* cc. of hlood for all analyses. 2—4 double ana-

lyses. Capacity expressed as vol. per cent of blood.

A.

Present me-
thod CO ca-

pacity. Vol.

per cent.

B.

The mod.
method of

Sendroy-Lin.
CO capacity.

Vol. per cent.

C.

The method
of Van Slyke-
Neill. Oj capa-
city. Vol. per

cent.

DiflFerence

between C
and A. Vol.

per cent.

Sample 1 16.97 16.74 17.17 -f 0.20

> 2 20.69 20.80 20.75 + 0.06

> 3 16.01 15.98 15.97 -0.04

> 4 21.62 21.78 21.97 -1- 0.35

> 5a 17.54 17.28 17.62 + O.08

> 5b 17.38 17.53 17.57 + 0.19

> 6 15.76 15.45 15.58 -0.17

7 16.53 16.48 16.68 + 0.15

In Table I it will be seen that there is quite a good agreement

between the present method and the two others.

In the method of Sendroy and Liu I have introduced a syringe

absorption pipette instead of the modified Hempel pipette of

Van Slyke-Hiller.

I originally used alkaline hyposulfite with antraquinone betasulfonate

in the syringe pipette for the absorption of oxygen and carbon dioxide.

But sometimes I got considerable disagreement between the double

analyses, as it happened that one of them lay appreciably below tbe

two or three others, and below the results found by the titrimetric

method and by oxygen capacity determinations.

To find the cause of those divergences, which were not-frequent, but

when they occurred, spoiled the series, a small bubble of pure carbon

monoxide was introduced into the manometric chamber, which con-

tained 3.5 cc. of extracted, distilled water, and the pressure was read.

The gas bubble was transported repeatedly to the syringe pipette and

back to the manometric chamber, and the pressure was read after each

transport. Sometimes it had diminished, sometimes not. I thought

that perhaps a small portion of carbon monoxide was physically dis-

solved in the hyposulfite. In that case the solution should he saturated

gradually, the diminution ought to be greatest after the first transport

and finally disappear. No such regularity was however seen. I dis-

covered that diminution took place, even when the gas bubble was
transported no longer than into the capillary of the syringe pipette.
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and then so quickly back to the manometric cbamber, that no gas
could be dissolved in the hyposulfite. I also found that the original
pressure always could be restored, when after each transport the water
in the chamber was extracted anew for a few seconds. It was evident
that the gas which accidentally disappeared, was dissolved in the
extracted water. It only occurred when the back transport of the
gas bubble to the manometric chamber was followed by a very rich
flow of mercury. I could evoke the same effect by letting mercury
stream from the cup of the chamber through the gas bubble into the
water, but only when alkaline hyposulfite solution had been used
for the absorption of oxygen and carbon dioxide (Table II). Possibly
the mercury which falls in small droplets through the bubble, carries

some gas with it into the water. According to this, the following pre-

cautions must be taken, when hyposulfite is used: One must take care

that a minimum quantity of mercury is sucked down to seal the cock.

If a large flow of mercury has streamed through the gas and the water,

the latter must be extracted anew for a minute or so, before the pres-

sure is read.

Table IT.

The Decrease of ihe CO Pressure in the Manomeiric Chamber after

Bach Transport from the Syringe Pipette.

The pipette was filled with hyposulfite solution. The temperature was
constant.

The gas babble was
transported repeatedly
from manometric cham-

ber to the syringe
pipette and back.

Pressure

mm.
Hg.

The gas bubble remained
in the chamber while mer-

cury was dropped repea-

tedly through.

Pressure

mm.
Hg.

Initial pressure

After first transport . .

393.4

389.7

Initial pressure after one

transport and reextrac-

tion 399.5

After reextraction .... 393.4
After a flow of mercury . 397.5

After second transport 394.0
After reextraction .... 399.3

After third transport . . 390.5
After a new flow of mercury 398.5

After the bubble has stood
2 hours in the manome-
tric chamber 388.3

> > » > > »

j » > > » »

397.5

397.8

After fourth transport . . 388.3 > > > > > » 397.0

After reeitraction .... 393.0 After reextraction .... 399.9

With alkaline pyrogallate no diminution took place, no matter how

much mercury was sucked down, and how many times the gas bubble

was transported to the syringe pipette and back again. I therefore

prefer alkaline pyrogallate as an absorbing fluid for the oxygen and the

carbon dioxide in the method of Sendroy and Liu. Hyposulbte soli^

tions also have the disadvantage, that a crystalline precipitate is formed
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between tbe wall of tbe syringe and tbe piston, which makes the latter

difficult to move. With pyrogallate the piston always moves smoothly
and easily.

In a supplementary series (Table III) I compared the present

method to determinations of the oxygen capacity. In this series

I used pure carbon monoxide for the saturation, except in sample

18, where carbon monoxide diluted “/lo was applied.

Table in.

Carbon Monoxide Capacity and Oxygen Capacity Determinations.

Present method compared to the method of Van Slyke-Neill. */s cc. of blood
for all analyses. 2 double analyses. Capacity expressed as vol.

per cent of blood.

Present method.
CO capacity.

Vol. per cent.

The method
of Van Slyhe-
Neill. O2

capa-

city. Vol. per
cent.

Diff. bet-ween

O2 capacity and
CO capacity.

Vol. per cent.

Sample 1 20.61 20-88 + 0.37

> 2 19.91 20.29 -t- 0.88

> 3 17.15 17.46 -1- 0.31

4 19.18 19.10 -0.03

> 5 21.29 20.81 - 0.48

> 6 20.76 20.45 - 0.31

7 21.52 21.32 - 0.20

> 8 19.44 19.62 + 0.18

> 9 20.59 20.65 + 0.06

> 10 20.32 20.46 + 0.14

9 11 21.24 21.18 - 0.06

9 12 20.67 20.87 + 0.20

9 13 22.82 22.83 + 0.01

9 14 19.55 19.35 - 0.20

> 15 21.66 21.41 -0.15

T> 16 21.19 20.96 — 0.23

9 17. 20.22 20.42 + 0.20

9 18 18.53 18.53 ± O.OO

Both Table I and III show that the agreement is as good,

whether I use pure or dilute carbon monoxide for the saturation,

indicating that the difference betwen the solubility of the gas

in blood and in distilled water is too small to affect the analyses

appreciably.
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Prom the series of both tables I have calculated the methodic
error of the determinations by the present method and of the
oxygen capacity determinations. I have applied the same for-

mula as Enghoff for the calculation, and the same nomenclature
(Bnghoff 1937 after Czuber 1924).

2:d~—
- +rk I

a ~
SN^-f 3N3-|-4N,+

62 means the difference between two individual observations

of one set,

63 means the three possible differences which can be calculated

from three individual observations of one set.

64 means the six possible differences which can be calculated

from four individual observations of one set, etc. , .

.

Nj, N3, N4, etc, , . , mean the number of sets consisting of two

viz. three, four, etc. . . . observations,

Enghoff found for his carbon monoxide capacity determina-

tions by the method of Van Slyke-Hiller, a mean methodic

error ("durchschnittlicher Methodenfehler”) of 0.11 vol. per cent,

and for his oxygen capacity determinations 0.08 vol. per cent.

I found after the same formula for my carbon monoxide capa-

city determinations by the present method a mean methodic

error of 0.15 vol. per cent, and for my oxygen capacity deter-

minations I found a mean methodic error of 0.13 vol. per cent.

Considering that Enghoff’s analyses are performed with 1 cc.

of blood, and that I have worked with ^/s cc., it is justified to

suppose that the precision of the present method is nearly the

same as that of Van Slyke-Hiller’s method.

My oxygen capacity determinations are also nearly as precise

as Enghoff’s.

In Table I the results are based upon 2—-4 double analyses,

on the average 3, The standard error of the mean (‘ der mittlere

Fehler der Mittelwerte”) of three double analyses by the present

method is 0,09 vol. per cent, of the oxygen capacity determinations

of the same table the standard error is 0.08 vol. per cent. The

standard error of the difference between the two arithmetical

means is 0.12 vol. per cent. Differences of less than three times

0.12 are likely to occur by chance. In Table I none of the differen-

ces exceed 0.36 vol. per cent.

14

—

ill-i75. Acta phvs. Scandinav- Vol. 2.
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The results in Table III are all of them based upon the mean of

two double analyses. The standard error of the carbon monoxide
capacity determinations in this table is 0.11 vol. per cent, and
of the oxygen capacity determinations 0.09 vol. per cent. The
standard error of the difference is 0.14 vol. per cent. Only one

of the differences exceeds 3 times 0.14 (sample 5 with a difference

of 0,48).

In a series (Table IV) I have analysed small samples of 0.2 cc.

of blood, and compared them to the ordinary analyses of 0.5 cc.

The coefficients of variation were calculated in the ordinary way.

Table IV.

Carbon Monoxide Capacity Determinations in 0.2 Cc. of Blood.

Present method. The results of the analyses of 0.2 cc. arc compared to the
ordinary analyses of 0.6 cc. Carbon monoxide capacity in toI. per

cent of the blood.

i

Cc. ana-
lysed.

Vol. per
cent.

Coeff. of

variation.

Number of

obs.

1 Sample 1 0.2 19.20 0.4 7

1 0.5 19.12 8

i Sample 2 0.2 21.86 0.6 15

i 0.5 21.63 0.4 8

1
Samples 0.2 18.76 0.9 15

i
0.5 18.59 0.8 23

In the analyses of 0.2 co. I nsed a solution of 1/200 N PdClj in 1/400

N HCl. 5 cc. of 1/400 N potassium iodide was used for the precipitation,

and of the filtrate an aliquot portion of 5/7 was taken.

In a final series (Table Y) I have compared the carbon monoxide

content of blood saturated -with common illuminating gas, to

that of blood saturated with ®/io carbon monoxide/nitrogen .mix-

ture. The agreement was bad, indicating that illuminating gas

contains interfering substances and can not be used. It is a dis-

advantage that the method requires an extra reagent, the carbon

monoxide gas, but the latter is easily prepared. It is adAusable

to dilute it by nitrogen or oxygen-free air ^/lo or ®/io, as long as

the solubility coefficient of carbon monoxide in blood is not

positively stated. The influence of temperature differences be-

tween the blood and the water during the saturation, is reduced

to a minimum by using dilute carbon monoxide.
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Table T.

Oarion Monoxide Capacity Determinations of Blood Saturated with
Pure Carbon Monoxide and tviih Eluminaiing Gas.

Present method. 0.5 cc. of blood. 2—4 donble analyses. CO capacity
in vol. per cent.

Saturated with
pure carbnn mon-
oxide. Vol. per

cent.

Saturated with
illuminating gas.

Vol. per cent.

i

i

j

Sample 1 18.47 19.13

J 2 21.50 20.59

i . 3 20.37 19.32

! . 4 19.06 19.02

i

. 5 17.45 18.68

1 > 6 17.86 18.81

i > 7 17.82 18.99

Summary.

The titrimetric method of the author for the determination of

carbon monoxide in blood is applied for the determination of the

carbon monoxide capacity of blood.

The blood is saturated with carbon monoxide, and its content

of the gas liberated by bringing it into an Erlenmeyer flask and

adding 10 per cent sulfuric acid. The carbon monoxide wanders

into another Erlenmeyer flask, connected with the first one by

an airtight rubber cuff, and is oxidized by a known portion of

palladium chloride. Excessive palladium chloride is determined

iodometrically.

Blanks to correct for physically dissolved carbon monoxide are

prepared by saturating water with the same gas, and analysing

it in the same way.
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From the Laboratory of Zoophysiology, Copenhagen University.

The Rate of Protein Renewal in Mice and Rats

Studied hy Means of Heayy Hydrogen."

By

HANS H. USSING.

The studies of the last few years on protein metabolism in ani-

mals by means of amino acids labelled with isotopes (especially

heavy hydrogen and nitrogen) have revealed the fact that the

amino acids in most proteins are constantly being replaced by

amino acids derived from the food. This means 1) either that new

protein is constantly formed at a fairly high rate and a correspond-

ing amount hydrolysed simultaneously 2) or amino acid radicals

in the proteins may be replaced by amino acids of the same kind

from the surrounding medium without breakdown of the protein,

3) or finally that both processes may contribute to the result

found.

In this paper the first assumption is held, although it is recog-

nized that the second possibility cannot be entirely ruled out at

present (vid. Schoenheimer, Ratner and Rittenberg 1939 a).

The results hitherto obtained by feeding experiments with

marked amino acids are mainly of a qualitative natme as it is

impossible from the observations to calculate the rate of protein

synthesis (or amino acid replacement). What makes these calcula-

tions difficult is that we cannot determine the concentration of

free marked amino acids in the blood and in the cells and secondly

that our knowledge of the composition of the tissue protein is

still far from being complete.

An approach to the problem of protein formation may, However,

be made using a slightly different principle. If a certain concen-

tration of DjO is maintained in the water-phase of an animal, the

^ Received 16 April 1941.
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concentration of stable D (D in C— combination) in the proteins

of the animal will increase, beginning "with zero at zero time and
approaching asymptotically a constant value at a rate characte-

ristic for each type of protein.

This exchange of H and D-atoms between the proteins and the

water does not, apparently, proceed directly. The most probable

explanation is (Foster, Eittenberg and Schoenheimer, 1938)

that the D is introduced into the free amino acids during metabolic

processes like deamination and reamination, transamination

(Braunstein and Kritzjiann, 1937) and similar processes, or

amino acids may even be syntezised from carbohydrate or other

substances of non-protein origin. "When subsequently these D-
containiug amino acids are used in protein synthesis the D is

introduced into the protein.

The most simple possibility would be that the uptake of D in

the amino acids was carried to an end very rapidly, so that the

D-content of the amino acids available for synthesis was the same

at every given moment. In this case the relation between D con-

tent of a single protein and time could be given by the equation:

y— K (1—a‘), y being the D-content, t the time, K the asympto-

tical value for y and a a constant (0 < a < 1).

The formula indicates that in the beginning of the process all

protein built up contains D, whereas all protein broken down is

free from D. As time goes on an ever greater part of the protein

broken down •will contain D and the increase in D vdll slow down

and ultimately reach a constant value K.

The demand that the D uptake of amino acids shall have reached

its maximum before the amino acids are used in protein synthesis

is not quite fulfilled for all amino acids. In a previous paper

(UssiNG 1941) it was sho-wn that glutamic acid containing 3 D-

atoms, presumably in a and y position, did not carry any D into

the liver protein when the amino acid was used in feeding experi-

ments with mice. Leucine containing D in a-position did on the

other hand introduce D in the liver protein although the losses

may have been considerable. In experiments with ordinary amino

acids and heavy water in the body fluid this would mean that

amino acids in which H and D in certain (C—^H) positions is rela-

tively easily exchanged introduces much D into proteins, so that

glutamic acid introduces 3 D atoms whereas leucine in which H
and D in a-position is exchanged somewhat more slowly introduces

less than one atom in the protein.
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In a study of the fate of leucine containing heavy nitrogen

and heavy hydrogen in metabolism Schoenheimer, Ratner and
Rittenberg (1939 a) states that in a three days experiment more
than one third of the Iieavy N was replaced by ordinary N in the

part of the leucine which was still labelled with D. In feeding

experiments vdth t}Trosine marked with heavy nitrogen (Schoen-

HEniER, Ratner and Rittenberg 1939 b) it was found that the

isotopic tyrosine nitrogen did only account for 25 % of the total

marked nitrogen deposited in the protein. 75 % had been trans-

ferred to other protein constituents. Furthermore it is pointed

out by Vigneaud, Cohn, Brown, Irish, Schoenheimer and

Rittenberg (1939) that during the process of transamination

the chance for cxcliange of a-hydrogen is considerably higher than

the chance for loss of nitrogen. The rate of hydrogen exchange in

various amino acids is obviously different, but it may be regarded

as sufficiently high to allow the use of the exponential equation

as an approximative description of the D uptake in protein of

animals whose body fluid is kept at a constant DjO-level.

It should be pointed out that the formula still holds true in

the case that a definite proportion of the molecules of some

amino acids has not exchanged H with D if this proportion is

kept constant as a resultant of D uptake and supply of D free

molecules from without.

Methods.

As experimental animals male mice and rats were used. At the

beginning of the experiments the animals were given an injection

of DjO-Ringer subcutaneously, sufficient to raise the DgO-con-

centration in the body fluid to the level wanted. The food given

was in most cases a mixture of equal amounts of butter, rye

flour and dry milk. This pasty mixture had a content of 10 %
water only and very nearly the same percentage of protein. As

drinking water 5 % D^O was used. Together with the water formed

in metabolism a mixture of about 2.6—3 % DjO was produced in

the animals and this level was as a rule aimed at when the initial

injection was performed.

At the end of the experimental period the animals were killed,

the mice by stunning, the rats by bleeding from one carotid

which was cut during ether narcosis and the blood was collected

in a centrifuge vessel powdered inside with oxalate. The organs
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Table 1.

Days
DjO-content
in body water,

units

DjO-content
in combus-
tion water
from myo-
sin, units

DjO-contcnt
in combus-
tion water
from >myo-
gen>, units

D in combustion water in
per cent of D in body

water

1 2,560 23 177 0.9 0 6-9(?)

3 2,702 44 90 1.C3 3.33

7 2,740 65 102 2.37 3.72

14 2,764 147 254 5.82 9.18

-which, -were to be analysed were cut with scissors and pressed

gently -with filter paper to remove part of the fluid in the inter-

spaces. Subsequently the organs were treated in one of two diffe-

rent ways, both of them for the purpose of removing deuterium

in labile (ionogen) or semilabile (for instance in ortho-position to

the hydroxy group in tyrosine) combination in the protein. The

method most commonly employed (method I) was that after

drying, extraction with acetone, ether and petrol ether the organs

were hydrolysed for 18 hours with 33 % H^SO^ at 105°. H2SO4

was removed quantitatively with Ba(OH)2 . The BaSO, precipitate

was washed three times with boiling water and the amino acid

solution including the three washings was evaporated to dryness.

The carbohydrates which might have been present in the organs

are destroyed during the hydrolysis. The other method used

(method II) consisted in drying by grinding -with acetone imme-

diately after excision of the organ. The resulting powder was

extracted -with ether and then boiled with acetate buffer (pH 4.9).

The fluid containing carbohydrate, free amino acids and other

extractives was discarded and the protein boiled for at least one

hour in an excess of water, after which the water was evaporated

on a steam bath and the protein subsequently dried in an oven

at 105°. If the boiling with water was maintained foi half an hour

only, constant results could not be obtained.^

The amino acid mixture of the first method or the dried pro-

tein of the second one was ignited and the DjO-content in the com-

bustion water determined by the method of Lindersteom-

Lang and Lanz (1938). The two methods for removing labile

and semilabile deuterium led to essentially concordant D-content

* See however “Addendtun”!
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Tal>le II."

Days
DjO-content
in bodysvater,

units

DjO-content
in combus-
tion "svater

D in combus-
tion in per

cent of D in

body water

Normal food 1 2,537 138 5.44

> •> 1 2,869 144 5.02

> ? 1 2.673 127 4.76

> > 1 3,340 185 5.53

Protein free diet .... 1 2,492 142 5.70

S > > . , . . 1 2,735 140 5.12

in tte protein. The DoO-content of water distilled from a sample

of tissue taken immediately after killing the animal was deter-

mined as representing the body fluid.

The DgO-content is given in the tables as excess density X 10®.

One unit is approximately = 1 mg% Dj,0.

The blood was in most cases separated into corpuscles and

plasma and the corpuscles washed with Ringer-solution which was

afterwards combined with the plasma, in order to gain hemoglobin

and plasma protein for the study of the formation rate of the

blood proteins.

Muscle was in several cases (rat) separated in myosin and a

fraction (“myogenfraction”) consisting of the protein soluble in

water or very dilute salt-solutions. In separating myosin the

method of Edsall (1930) was followed.

The finely cut muscle was treated with 3—4 vol. 1.2 M KC

solution in an icecooled beaker, the mixture being mechanical y

stirred during the extraction lasting two hours. The pH was

kept at about 7.4 during this procedure. Afterwards the mixture

was filtered, the filtrate adjusted to pn 7.0 and diluted with

about 15 vol. water. The myosin precipitates immediately.

The supernatant fluid was decanted and the myosin separate

from the rest of solution by centrifuging. In our experimen s

no attempts' were made to further purify the myosin. The so u

tion freed from most of the myosin was heated to 62 an e

small amount of protein separating out was filtered o . is

probably consisted mainly of myosin which had not been remove

by the .first precipitation.

^ The results presented in table II are obtained by method II.
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The proteins still in solution -were precipitated with naetaphos-

phoric acid which was added until further addition did not pro-

duce any more precipitate.

Results.

a) Rate of D-Uptake in Different Organ Proteins
in Rats and Mice.

Figure 1 shows the results of a series of experiments on mice.

The ordinate is the content of D in the organs in per cent of the

D-content of the body fluid. The abscissa is the trme in days.

The curve drawn through the points of the determinations on

liver is the function y= 14.6 (1—0.607*^). The tangent to the

curve at zero time indicates the initial velocity of D-uptake in the

proteins. Differentiation of the formula and insertion of i = 0

-gives 7.3 %/day. As D-uptake and protein renewal are propor-

tional and the D-content is maximally 14.6 % this means that

about half the protein of the liver should be replaced per day.

Turning to the muscle and the skin, it looks at the first glance

as if the curve which approximately represents both follows a

similar law as that for the liver, differing from it mainly by having

a much lower asymptote. Experiments made in this laboratory

(Krogh and Ussing 1938) have shown, however, that a young

rat kept from before birth and later for 1 month with a constant

level of DjO in the body fluid had a content of stable D in the

muscle protein of about 16 % of the D-content in the water phase.

These 16 % must represent very nearly the asymptotical value.
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If a similar amount is to be reached in the muscle of mice, the

curve cannot be described by an exponential function, the increase

being too steep in the beginning. This means either that our pre-

liminary hypothesis is false or that the muscle (and sldn) protein

is a mixture of proteins with very different formation rates. That

the last explanation is the right one is strongly indicated by the

fractioning experiments on rat muscle.

Figure 2 presents the results on rats. Liver and small intestine

follow essentially the same curve and show the highest rate of

D-uptake. A little lower lies the curve of the kidney and still

lower the curve common for total muscle and skin. The curve

for liver and small intestine (fig. 2 A) represent the function

y = 15 (1—0.757‘). The initial velocity of D-uptake is 4.33 %/day

which means that about 29 % of the protein is renewed per day.

It is uncertain whether the deviation shown by a single point at

one day is due to experimental error or whether the rate of D-

uptake is really higher in the beginning of the experiment than

expressed by the exponential curve. The curve for kidney and

that for muscle and skin (2 B) deviate from exponential curves

in the same way as did the curve for mouse muscle and skin.

The increase in the first one or two days is too high; and probably

the explanation is the same in all cases. The difference in formation
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rate of the proteins from each organ is too high to allow an over

all determination of the formation rate of the mixture. Probably

this difficulty can be overcome by using single proteins or mixtures

of very nearly related proteins for the experiments. Attempts

in this direction were made with myosin and hemoglobin (strictly

speaking washed red corpuscles). The preparations are described

above.

The points indicating the relation between D-content and time

for myosin and hemoglobin are Ipng on the same curve, which

within the space of time investigated (14 days) may be regarded

as a straight line. Whereas reasons may be given why the curve

for hemoglobin should be a straight line (see later), the myosin

curve is more probably a rather flat exponential curve. This view

may be supported by the find that muscle protein of a rat run for

two months in a similar experiment had reached a D-content of

8 % of that of the body fluid, whereas the asymptotical value

(that of muscle of a young rat grown from before birth with a

DjO containing medium in the body) was found to be approxi-

mately 16 %. (Kbogh and Ussixg 1. c.). If the curve for total

muscle is to pass through 8 % at 60 days it is necessary that the

curve for myosin which constitutes some 60 % of the muscle pro-

tein is also a curved line.

The determinations on the “myogen” fraction are not sho^vn in

the figure as only in a few cases sufficient (ca 200 mg) protein was

recovered to allow a determination. The results are shown in

table 1 together with corresponding values for myosin. The D-

uptake is evidently higher for the "myogen” fraction. If the

asymptotical value for D-uptake is estimated to be approximately

the same for all muscle protein constituents, the formation rate

for the “myogen” fraction must be higher than that for myosin.

The D-uptake of blood plasma proteins was only determined in

one case. After two days the D-uptake was 5.5 % whereas the

corresponding D-uptake for hemoglobin was in two experiments

0.8 % and 1.2 % respectively.

In the case of plasma proteins a high formation rate may also

be presumed.
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b) Influence of Variations in Feeding on D-Uptake
in the Liver Protein.

It is a well known fact that feeding a high protein diet leads

to an augmentation of liver protein, whereas liver protein during

inanition is used up at a faster rate than protein from other organs.

It was thought possible, therefore, that a protein free diet •^rouid

produce a considerably lower protein formation in liver as mea-

sured by the D-uptake. The results of 2 such experiments are

shown in table 2 together with 4 experiments in which the usual

diet, containing 10 % protein was used. No difference between

livers from the two groups is seen, but the dispersion, which is

rather large may conceal a difference of minor magnitude. In a

2 days experiment vuth rats, one of which got a 30 % protein diet,

whereas the other one was starved during the experimental period,

the high protein animal reached 7.2 % D-uptake in the liver

protein, whereas the starved one reached 6.9 %. From these

experiments it is seen that if nutrition has any influence at all

upon the D-uptake, such influence is not considerable.

Discussion.

A question of the utmost importance for the interpretation of

the results presented here is whether it is possible for the proteins

in Imng animals to exchange stable H with D without the protein

being more or less completely disintegrated and rebuilt. The

above discussion presupposes that such a direct uptake of D in

the proteins, if at all, will only take place to a negligible extent

compared with the uptake of D through protein formation from

D containing amino acids. A fact which speaks in favour of this

assumption is that feeding amino acids marked with heavy N
(ScHOENHEiMER, Ratner and Rittenberg 1939 a) to rats pro-

duces a high heavy N-content in those proteins which in the experi-

ments presented here show a rapid D-uptake (liver, small intestine,

kidney, blood plasma) and a much lower hea'VT' N-content in me
proteins which in the D,0 experiments showed a slow uptake or

D (skin, muscle, red corpuscles). It is hardly possible to imagine

an exchange of N-atoms in a protein without a splitting of psptia

bonds and the complete accordance between the indications of

protein renewal given by hea\y N marked leucine and by the DjO
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method seems to indicate that the D-uptake is really a measure

of protein formation.

Experiments which are in progress have shown that the pro-

teins of liver slices of rats and mice kept for two hours in 25 % D^O
Einger solution in an oxygen atmosphere took up a hardly measur-

able amount of D only wliile the respiration was quite normal as

measured by the oxygen consumption or the COj production.

These experiments indicate that the D-uptake is not necessarily

tied up with respiration.

Assuming now that the D-uptake is a measure of protein renewal,

we may examine somewhat more closely the results described in

the foregoing chapter. The curves seem to indicate that proteins

from organs rich in cytoplasm as liver, small intestine and kidney

is rapidly renewed, whereas renewal is slower in fibrillar organs like

connective tissue (skin) and muscle. The form of the curves for

muscle and skin moreover indicate a verj' different formation

rate of different fractions of the organ proteins in question and

the fractioning of muscle in myosin and "myogen” fraction proved

this to be true. It is likely that cytoplasm protein from muscle and

skin has a similar formation rate as that of liver protein.

The hemoglobin showed a very slow formation rate and this is

what would be expected. The red corpuscles having no nucleus

and a hardly perceptible metabolism are not likely to have the

ability of synthezising hemoglobin. Accordingly all D found in

hemoglobin must have come there by new formation of red cor-

puscles and in the case of hemoglobin the curve is a measure of

the renewal of red corpuscles. If the red corpuscles have a rela-

tively well defined life time, which is now the opinion commonly

held, no D containing corpuscles will be destroyed until after

approximately one life time, and the D-content of the hemoglobin

should therefore increase after a straight line until that time.

"We have not as yet determined the maximum value for D-

uptake in hemoglobin. As the lower limit for this maximum value

may be taken 11 % which should be all a-hydrogen. The real

maximum value is probably a little higher as some of the dis-

pensable amino acids may be sjmthezised from carbohydrate

or similar substances. If the maximum value is taken to be 14 %
and the amount reached in the rat experent after 14 days is esti-

mated from the curve to be about 5.0 % the life time of corpuscles

should be about 40 days which is very nearly the value most com-

monly indicated for corpuscles in man.
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It seems rather astonishing that the D-uptake of plasma proteins

is high as indicated by the single case in which a determination was
performed. The find cannot, however, be rejected, as Schoen-
HEIMER, Eatner and Rittenberg (1. c.) on feeding rats heav}^

N-leucine found a very high heavy N-content in the plasma
protein, an amount comparable with that in liver and small in-

testine protein. It has long been known that plasma protein,

especially globulin is rapidly formed after a blood loss. The iso-

tope experiments appear to indicate that plasma protein formation

is always going on at a fairly high rate, but under normal circum-

stances the breakdown keeps pace with the formation.

.•Vs seen from the foregoing chapter all attempts to influence

the D-uptake into protein through protein starvation have failed.

This seems to indicate that protein formation is going on at about

normal rate even when amino acids are not supplied from without.

This is apparently only possible if the hydrolysis is speeded up in

protein inanition, because the over all result is a decrease in pro-

tein amount due to inevitable amino acid katabolism. .4.t present

we have no means of testing this h}T)othesis.

That no difference is to be found in the D-uptake of proteins

between animals getting a different protein supply may, however,

be explained in some such way as the following. The amount of D
entering the proteins depends upon two factors: The rate of pro-

tein synthesis and the D-content of the amino acids. If it is pos-

sible by a high amino acid supply to lower the mean D-content in

the amino acids available for sjmthesis, it is obvious that an

augmented protein synthesis may be accompanied by a lowered

D-content in the new formed protein so that the total rise in D-

content is not higher than is the case on a low protein diet. If this

is the case the asymptotical value of D-content in an organ protein

should be higher on a low protein diet.

Experiments are being planned to study this matter.

Einally it should be stressed that although the rates of protein

renewal which have been determined in this paper are considerable

they seem well within the limits of possibility. For instance liver

and kidney slices kept under oxidative conditions give off an

amount of amino acids -f urea or ammonia w’hich is of the same

order of magnitude as the breakdown of protein determined by

the DjO method. Using the paper of Krebs (1933) the mean

amount of amino acid given off by rat liver slices was per hour

ca l.G % of the dry substance and the amount of urea calculated
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as amino acid was ca 1 %, This means that in less than 40 hours

all dry substance would be used up if the initial rate of breakdown

was maintained.

I wish to express my gratitude to Professor Krogh for the

great interest he has taken in my work, I am indebted to Mrs.

ScHAUFUSS who has assisted me in carrying out the experiments.

The expenses have been born out of a grant from the Rocke-

feller Foundation to Professor Bonn and Professor Krogh.

Summary.

A method is described for measuring the rate of renewal (hydro-

lysis and resjmthesis) of tissue proteins.

The principle is that when a constant concentration of heavy
water is maintained in the body fluid of an animal the free amino
acids take up a certain amount of deuterium in stable (C—^H)

positions by transamination and other processes. Wien these

amino acids arc used in protein synthesis, the D-content of the

protein increases at a rate which may be described by an exponen-

tial function. By this method the rate of renewal for mouse liver

protein was found to be 50 % per day and for rat liver protein (and

protein from small intestine) the renewal was about 29 % per day.

Protein from kidney, muscle and skin was apparently mixtures

with different rates of renewal. This view was proved to be right

for muscle which was fractionated into myosin and a “myogen”

fraction, the first with a very slow formation rate and the second

with a high one.

Hemoglobin was found to be very slowly renewed probably due

to the lack of a nucleus in the red corpuscles. The increase in

D-content with time in hemoglobin is accordingly a measure of

red corpuscle formation.

Serum protein is renewed rather quickly, at a rate comparable

with liver protein.
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Addendum.

Experiments now in progress bave shown that the D-uptake

by mouse liver protein in experiments of a weeks duration or

more as determined by method II turns out considerably higher

(about 18 % of the body water concentration instead of 14.5 %)
than the corresponding values found by method I.

Also in experiments of short duration a similar difference,

between the two methods has now been proved to exist; in

our earlier experiments this difference was however masked by
the fact that the protein prepared for hydrolysis according to

method I contained substances (possibly free amino acids) with

a rather liigh D content, whereas such substances were remowed

in method II.

If the protein used in method I is extracted with trichlor-

acetic acid or boiling acetate-acitic acid mixture prior to

hydrolysis, the result is 4.5 %—4.8 % as compared with 5.5 %
according to method 11.

The fact that the relation between results gained by the two

methods is approximatelj'^ the same in short and long experi-

ments suggests that both methods give a description of the same

fundamental process: the renewal of protein. The difference be-

tween the two methods is at least partly due to the uptake of

one mole water per amino acid residue during hydrolysis.

On account of the prevailing conditions we have only a very

limited amount of heavy water at our disposal and it is impos-

sible therefore to obtain the material for a full correction of the

curves given in this paper. The general results presented in the

foregoing pages will, however, hardly be affected by such a cor-

rection although certain of the numerical values calculated for

the rates of protein formation may prove to be somewhat too

high.

Hans H. Ussing.
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From the Laboratory of Zoophysiology, Copenhagen University,

The Tate in Metabolism oi* Deuterium
Introduced in some Amino Acids by Heating

iritli D-0 and H.SO4
.'

By

HANS H. DSSING.

In a previous paper (Ussing, 1938) it Tvas stated that feeding

a rat amino acids in wliich heavy hydrogen vas introduced by
heating vrith DjO and £[2804 resulted in D-containing proteins

in the liver of the rat. It vas assumed that the D was introduced

in a-position in all amino acids and possibly in the ring of the

cyclic acids by the treatment used, ^’iz. heating to 170° for 24

hours with 50 % D.O in 33 % H2SO4 .

Since then, however, some e%'idence has accumulated which

seemed to make a reexamination of the problem necessary.

Through the work of Braunstein and Kritzmann (1937) it has

been made probable that in the cell a continuous ‘‘transamina-

tion” is going on, a transfer of amino-groups to a-keto-acids

with the formation of an amino acid from the keto acid and vice

versa. It is evident that this process leeds to the loss of D placed

in a-position in the reaeting amino acids.

The importance of transamination or similar processes in the

living animal has been shown in the investigations by Schoen-

HEIMER et al. using amino acids containing heavy nitrogen in

feeding experiments. Schoenheimer, Eatner and Eittenberg

(1939) found that feeding rats leucine containing heavy nitrogen,

at least one third of the isotope in the leucine was replaced by

ordinary nitrogen in the proteins of the animals.

* Received 16 April 1941.
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The following experiments were made to find out if D atoms
in other positions than the a-position are responsible for the D-
content found in liver protein when animals are fed heavy amino
acids prepared as mentioned above (Ussing 1. c.). A full survey
of the problem could naturally be reached if all known amino
acids were separately made "heavy” and each preparation used

in feeding experiments. The follwoing experiments should serve

merely as an orientation and only some characteristic amino acid

fractions are used.

A sample of casein (15 g) was hydrolysed by boiling with 33 %
H.SO* for 48 hours, the H.SO4 was removed quantitatively and the

resulting amino acid solution extracted 36 hours with butanol.

Of the mi.xture of monamiuo acids remaining after evaporation

of the butanol, a sample (
1.0 g) was made to take up D by

treatment with 0.67 g H.SOi and 2.67 g D,0 for 24 hours at 170°.

IMice were fed a mixture of 1 g butter, 1 g rye flour and 1 g
dry milk 100 mg of heavy monamino acids per day. After 2

or 3 days the animals were killed, the liver taken out, dried at

100° and extracted with acetone, hot 50 % etanol, 96 % etanol

and ether. (The use of 50 % etanol was introduced to remove

free amino acids, which on account of the high D-content in the

amino acids fed, might possibly have interfered with the result.)

The D-content of the water formed by combustion of the liver

protein was determined by the gradient method of Linderstrom-

Lako and LiVNZ (1938) after purification performed in a distilla-

tion apparatus worked out in this laboratory (Ussing and Wern-
STEDT 1940). A determination of the D-content of the body

water was made on a water sample distilled from the excised

thigh muscles of the animal. The results are shown in table 1.

The DjO content is given in excess density multiplied with 10®.

The units approximately correspond to rag % D^O in the combus-

tion water. It is seen, that the monnmino acid fraction by itself

can produce a considerable formation of D-containing protein.

The monamino acid mixture used was taken to be made up

mainly by the following amino acids: leucine, valine, phenyl

alanine and tyrosine. It was therefore not unlikely that the

benzene-ring in the two aromatic amino acids was responsible

for the D introduced in the protein.

Accordingly two experiments were made, one using pure

leucine instead of the amino acid mixture and one with a mixtmee

of 40 % tyrosine and 60 % of a crude preparation of phenyl-
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anine (as no pure phenylalanine was available at that time).

From the table it is seen that the food rich in aromatic amino
acids produces a D-content in the liver perhaps even higher,

than the monamino acid mixture first used. On the other hand the

leucine alone produces an unquestionable result. In a previous

paper (Ussing 1939) it was shown that the D-uptake in leucine

by treatment with D.O and H2SO4 at 170° is located in the a-

position. From this it follows that the processes leading to the

introduction of leucine in the protein molecule do not necessarily

involve the complete loss of D in a-position. On the other hand
the losses may be considerable but the present results do not

justify a true quantitative treatment of the matter.

Apart from the aromatic amino acids the dicarbonic amino
acids are known to take up D in more than one position by the

treatment with DjO, HjSO* and heat. E.xperiments in this

laboratory have shown that both glutamic acid and aspartic

acid take up three D-atoms in stable (or semistable Rittenberg,

Kesten, Schoenheimer and Foster, 1938) combination. A feed-

ing experiment performed with “heavy” glutamic acid (see table)

shows, however, that compared with the high D-content in the food

only a trace of D was introduced into the livers of the animals.

The high DaO-content in the water distilled off from the animals

shows that most of the glutamic acid has taken part in processes

in which the D has been set free. This is in accordance with

experiments performed in this laboratory which show that when

glutamic acid is incubated with minced muscle in a D«0 con-

taining solution at 37° for 3 hours an amount of D is taken

up by the glutamic acid in stable position corresponding to more

than one H-atom. (It should be emphazised that no measmable

amount of D is taken up in control experiments where no minced

muscle is present.) That glutamic acid is playing a conspicuous

part in certain metabolic processes is also seen from the investiga-

tions of Schoenheimer, Ratner and Rittenberg 1. c. Theysho-

wed that when leucine containing heavy N was fed to rats heavy

N was found in all amino acids isolated from the animals (except

lysine), but glutamic acid next to leucine had the highest per-

centage of heavy N.
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Tflblc 1.

Food per day

Unita DjO
in combustion
mater from
amino acid

mixtnro feed

Duration
of experi-

ments.
Days

Units DjO
in distil-

late

Units DjO
in combus-
tion mater
from liver

protein

100 mg >hrnvy> monamlno
acids + JET borm-al food

mistarc 3 41 187

» 3 27 172

» Ow 32 67

lOOmcjhcavyj lcncinc4 3p
normal food mixtnro 7,400 3 40 101

t 7,400 3 35 82

100 mg ilicavyj tyrosin

and phenylalanine mix-
Uirc + 3 g normal food

mixtnro 11,000 3 49 210

y 11,000 3 44 183

100 mg >hc.avy» glutamic

acid 1.5 g starch 1.5 g
bnttcr 24,000 1 16 24

j

100 mg >hcavy> glutamic
acid + 3 g normal food

1

mixture (10^ protein) 24,000 3 64 44
1

(
» 24,000 3 68 34

Summary.

Leucine labelled with D in a-position produces on feeding to

mice a certain uptake of D in the liver proteins, indicating that

part of the labelled leucine has entered the protein molecules

without loss of D. Glutamic acid, labelled with 3 D-atoms per

molecule by heating with DjO and sulfuric acid, produced only

negligible D-uptake in liver protein in similar feeding experi-

ments. A mixture of tyrosine and phenylalanine made “heavy”

by a similar treatment introduced so much D into liver protein

of mice as to indicate that D-situated in the ring was responsible

for at least part of the D-uptakc of the liver protein.
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From the Biochemical and Physiological Laboratories,
A.B. Astra, Sodertiilje, Sweden.

On tlie Activity and Structure of Yitainin

By

BERTIL SJGGREN and CARL GUSTAV SUNDBERG.

"Wlien it was discovered that vitamin Kj was 2-methyl-3-phytyl-

1. 4-naphthoquinone, a great number of naphthoquinone deri-

vatives were examined for their vitamin K effect. The simple

compound, 2-methyl-l. 4-naphthoquinone, has proved specially

active. Vitamin K activity is found only in the series of 1.4-

naphthoquinones or among compounds supposed to be convertible

into such quinones in the organism (for outline of literature, see

Dam, Glavind and Kakrer, 1940; Fieser, Tishler and Sampson,

1941; SjSgren, 1941), perhaps with some exceptions (phlorone,

Ansbacher and Fernholz, 1939; purpurin, HIartin and Li-

SCHER, 1941). In addition, the effect is due to the methyl group

in the 2-position. Apparently, however, the activity is also de-

pendent upon another condition, which has to do with the sub-

stitution in the 3-position. What groups can be allowed, without

risking the intensity of the effect, is a matter which it is too early

to decide. The unsubstituted compound, 2-methyl-l. 4-naphtho-

quinoue, is very active, while substitution in the 3-position with

simple radicals, such as hydroxyl, methyl, amino etc., brings

the effect down to a minimum. Some 2-methyl-3-/5-alkenyl-1.4-

naphthoquinones, however, such as 3-farnesyl and 3-geranyl, are

relatively potent (Fieser and co-workers, 1941).

We have already reported our estimations of the activity of

different naphthoquinones (Sjogren, 1939). Since then we have

done our investigations in large parallel series, comprising particu-

larly vitamin Kj,® 2-methyl-l. 4-naphthoquinone and the diacetate

^ Received April 21st, 1941.
* Natnral vitamin, obtained from Prof. P. Kakeeb," Zuricb, throngli the media-

tion of Prof. H. Theorebi., Stockholm.
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of the corresponding hydroquinone. We consider that the values

we have obtained are now reliable enough to permit of discussion.

They may also throw light on the role of the 3-substituent in

the vitamins Kj. and K2 .

We used Dam’s method for the standardization (Dam and
Glavind, 1938) and gave the preparation dissolved in alcohol.

Dam’s method is complicated, but it is no doubt the most accurate

one. One proof is the great disparity between the figures for the

activity obtained with other methods in U. S. A. (cf. Ansbacher,
194:1). As a rule, however, it has been found there that the

relation between the effects of vitamin and 2-methyl-1.4-

naphthoquinone lies between 1 : 2 and 1 : 4. The attached table

shows the activities which we found for the three substances we
gave special study. For comparison, we have also put in the

values found in two other laboratories. The estimations were

done independently of ours, but with the same method. We have

not included the values obtained with other methods, as they

cannot be converted to Daai units with any degree of certainty,

even when a standard substance is used. As appears from the

table, the values obtained with Dam’s method in the different

laboratories agree closely. The activity of \’itamin Kj may he

considered to be approximately 12 million DA3r units per gram,

and that of 2-methyl-l.4-naphthoquinone about 30 million.

However, as different animal stocks may react differently, average

values of the activities obtained at different laboratories axe of

less interest than the relation between the activities of the differ-

ent compounds obtained at the same laboratory.

Judging from the available reports, the phytyl group in the

3-position in vitamin Ki has nothing to do with the specificity.

The question is whether it influences the effect in another manner.

Vitamin Ki has much less effect per unit of weight than the

simple 2-methyl-1.4-naphthoquinone. What is the relation be-

tween the effects, however, if we only consider the amount of

methyl-naphthoquinone contained in the vitamin molecule (38

per cent)? If the activity of the latter compound is put at 30

million Daji units per gram, vitamin should have an effect

of 11.4 million, if the phytyl group does not affect the activity

otherwise than by increasing the molecular weight (with 25

million for the quinone, 9.5 million is obtained for the vitamin).

The value is in good agreement with the 12 million observed.

However, the methods of estimation are not accurate enough.
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!

"

Activity determined abiding to Dam’s
method (expressed in Dam''qnits per gram)

j

Com pound SjOgren-Snnd-
lierg 1939 and
later deter-

minations

Hepding-
Moll 1939

Dam-Glavind-
Karrer 1940

S-mcthrl-S-phytyl-l.-l-naphtlio-

qninonc (vitninin K,)

12--14

million 12 million

2-methyl-1.4-nnplithoqninonc . . . 30-35
million 35 million 25 million

2'mcthyl-1.4-naphthohydroqainone-
diacetate 20 million 14 million

in our opinion, to prevent tlie conclusion that the phytyl group

is of no immediate importance to the activity of the vitamin;

it neither increases nor decreases the effect, nevertheless it may
have another function. Support for this conclusion is found if

a corresponding calculation is done for vitamin Kj, which to all

appearances is of the same nature as vitamin Kj, except as regards

the group in the 3-position. According to Karrer, the group

may be a squalen radical, i. e., an unsaturated hydrocarbon group

consisting of two farnesyl groups coupled opposite one another

(Karrer and Epprecht, 1940) or an isomeric radical with the

farnesyl groups after one another (Karrer and Epprecht, 1940;

Binkley and co-workers, 1940). The elementary composition of

this vitamin, however, is C4iH6o02 and its molecular weight 580.

If the group in the 3-position does not affect the activity, it should

amount to 7.4 million, if the methyl-quinone has an activity of

25 million. If the quinone activity is taken as 30 million, a value

of 8.9 million is obtained for the vitamin. The value found by

Dam, Glavind and Karrer (1940) for the activity of vitamin Ko

is 8 million.

Almqtjist (1940) assumes that the long side chain of the vitamins

is split off in the organism. Eieser (1941), on the other hand,

suggests that the potency of the methyl-naphthoquinone may be

due, not to the functioning of the compound as such, but to its

conversion by biosynthesis in the organism into a quinone of

the true vitamin K type by reacting with an unsaturated alcoholic

component. He also supposes that a branched chain isoprenoid

structure of the 3-substituent is favorable for the antihemorrhagic

activity and that the carbon content is a factor of importance.
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Our conclusion is compatible with both these opinions. It is

obvious, however, that certain substituents in the 3-position,

especially the ones of the vitamins Ki and Kj, have no direct

influence on the size of the potency.

Summary.

It is known that the phytyl group in vitamin Kj (2-methyl-

3-phytyl-1.4-naphthoqumone) has nothing to do with the spec-

ificity of the vitamin. The authors present strong arguments

for the supposition that it also does not influence the effect

in relation to 2-methyl-l. 4-naphthoquinone, other than what

corresponds to the higher molecular weight. On molecular

ground, the two compounds have practically the same effect.

If vitamin Ka has an analogous composition to vitamin Kj,

except as regards the group in the 3-position, the same may apply

to this vitamin.
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Aus der Physiologischen Abteilung des Karolinis^n Instituts,

Stockholm. \

tiber die Bedeutung der Liingen als Blutdepot

beim Mensclien.^

Von

TORGNY SJOSTRAND.

Aus einer Anzahl von Beobachtungen an Tieren scheint bervor-

zugeben, dass die Lungen als Blutdepot eine wicbtige Kolle

spielen. So findet man scbon bei einer Gewicbts- oder Eisen-

bestimmung an Lungen von durcb Dekapitieren getoteten Tieren

(Mause und Ratten), dass die Blutmenge bei verscbiedenen pby-

siologiscben und durcb Pbarmaka bervorgerufenen Zustanden

bocbgradig wecbseln kann. Die grossten Blutmengen -weisen

Lungen von Tieren auf, welcbe sicb vor dem Tode in verbaltnis-

massiger Rube befunden batten; -wesentlicb geringere findet

man bei Tieren, die vor der Totung umbergelaufen waren, gereizt,

mit verscbiedenen Narkotika eingescblafert, in Narkose operiert

Worden "waren, oder Injektionen mit Adrenalin, Morpbium,

Alkobol usw. erbalten batten (T. Sjostrand, 1934, 1935).

Die grossen Blutmengen in den Lungen bei Tieren in einem

verbaltnismassigen Rubezustand konnen — -wenigstens zum
grosseren Teil — nicbt agonal oder postmortal entstanden sein,

da man solcbe Blutansammlungen aucb dann findet, wenn die

Tiere durcb gleicbzeitige Durcbscbneidung des Halses und der

Herzbasis getotet worden waren. Bine morpbologiscbe Analyse

der Lungen von durcb plotzlicbes Gefrierenlassen in flussiger

Luft getoteten und mittels der Altmannscben Gefrier-Vakuum-

tecbnik fixierten und eingebetteten Tieren bat ergeben, dass

das Blut bei grosserer Ansammlung in den Lungen in weiten si-

^ Eingegangen am 26. April 1941.
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nuosen Blutgefassen und in stark erweiterten Venen Aufnahme
findet (F. Sjc)Strand und T. Sjostrand, 1938).

Diese Stiitze fiir die Annahme einer Blutdepotfunktion der

Lungen YTirde bei Versucben erhalten, die Blutverteilung und
den Zusfcand der Blutgefasse unter verschiedenen Verhaltnissen

rascb zu fixieren. Ein Studium dieser Funktion mit den iibli-

chen experimentalphysiologischen Hilfsmitteln an narkotisier-

ten und operierten Tieren erscheint nicbt moglicb; werden die

Tiere in einem dieser Zustandc auf die oben bezeicbnete Weise
getotet, so findet man keine derartigen Ansammlungen, und eben-

sowenig ist es bisber gelungen, solcbe experimentell mit pby-

siologiscben Eeizen verschiedener Art oder durcb Einfluss ver-

scbiedener Pharmaka zu erzeugen. Der Zustand mit gefulltem

Blutdepot, in dem sick intakte Tiere in verhaltnismassiger Eube
befinden, scbeint sicb also nacb groberen Eingriffen nicbt experi-

mentell bervorrufen zu lassen.

Hochrein und Keller (1933) baben geltend gemacbt, dass

die Lungen die Eolle eines Blutdepots spielen, und zwar auf

die Weise, dass sie Blut bei denjenigen Zustanden aufspeicbern,

wo die j\Iilz ibr Depotblut abgibt. Die Autoren konnten mittels

der Tbermostromubr nacbweisen, dass der Blutgebalt der Lungen

unter dem Einfluss von beispielsweise Adrenalin zunabm. Ibre

Deutung des Begriffes Blutdepot findet indessen nicbt allgemeine

Zustimmung, und es liegt vielleicbt naber, eine Zunabme der Blut-

menge in den Lungen bei Zustanden, wo der Kreislauf als Ganzes

in ]\Etleidenscbaft gezogen wird, auf andere Weise zu erklaren.

Auf einem ganz anderen Wege, welcber sicb indessen eben-

falls von dem bei experimentellen Studien iiber die Blutzirkula-

tion ublicben unterscbeidet, ist man zu der Annabme gekommen,

dass die Lungen als ein wirklicbes Blutdepot dienen sollen. Ha-

milton und Morgan (1931) fanden, dass die seit langem be-

kannte Abnabme der Vitalkapazitat beim Menscben bei Uber-

gang von der stebenden zur liegenden Stellung nicbt eintritt,

wenn man die Blutzirkulation in den unteren Extremitaten mit

Druckmanscbetten aufbebt. Die Autoren erklaren dies so, dass

das in den unteren Extremitaten bydrostatiscb festgebaltene

Blut, wenn dasselbe entleert wird, in die Lungen wie in ein der

Milz ahnlicbes Blutdepot aufgenommen wird.

Diese Beobacbtungen wurden von Asmussen, Hohwu-Christen-

SEN und Sjostrand (1939) bestatigt, welcbe u. a. noch nacbwie-

sen, dass die Abnabme der Vitalkapazitat nicbt auf einer Ver-
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molirnng des Bsiuchitdmlts bcnilien kntin. Budelmann (1937,

1938) hat auch pi'tie bostimmtc Bcziclumg zwischen der Vital-

kapar.itht uiul dtr Blutmonge in dc'n uiitcrcn Extrcmitaten ge-

fuiulcn. Warden Stauungsbinden so angcicgfc, dnss die Blutmenge

in den letr.tercn r.nnahin. dnnn wurde nuch die Vitalkapazitat

grosser. Budelmakn' (1937) pibi. ferner an, dass die Vitalkapazitat

naoli Injektion von Sympathol in thera])cutischcn Dosen steigt,

aber von Adrf'nalin odor grossen Syinpatholdoscn bei Versuchs-

personen in liegender Stellnng hcrabgosetzt vird.

Axis diesen Vorsticlien gcht zwcifelsolxnc hervor, dass cine

Bozichunp zAvisehen der Blutvorteihing und der Vitalkapazitat

besteht, Uin nber init vollein Becht liicraus einen sicheren

.Scldnss nnf eine aktive Depotfunktion dcr Ltingen ziehen zn

kdmxen brauchen wir einige weitcre Data. So ist ans den cr-

wiihnten Untersxiclmngen nicht- cnsiehtlich geworden, dass die

Verandernngen tier Vitalkapazitiit anf cinom Schwanken dcr Blut-

inengc in den Lnngen iteruiien; die Vitalkapazitiit kann sicli auch

nuf nndere Weise iindern. In glcichzeitig init dieser Arbeit

verbffentlichten V/ntersuchungen inittels Orthodiagraphie und

Analy.^c von Bbntgcnbildern ist indessen nachgeAvicsen worden,

dasi? die Abnahine der Vitxdkapazitiit nicht odor nur zu einem

kleineren Toil von eincr Andening der Herzgrbssc oder der Blut-

fullung in don grbsseron Thorakulgefiisscn bedingt scin kann

(Jonrell uml SabSTUANn, 1911). Da sieh auch koine Vcriindcrung

der Gefusszeichnnng in den Lnngen feststellcn licss, blcibt wohl

als einzige mogliche Erklaruug ubrig, dnss die gcringcrc Vital-

kapazitat axif eincr Ansammlung von Blut in den peripheren

Gefassen der Lnngen beruht.

In dor vorliegenden Arbeit wird die l^rage gostreift, welche

Faktoron das in den Lnngen nngchilnftc Blut zur Entleerung

bringen kbnncn. Hierlxci warden einige gcfiissbecinfiussende

Pharmaka liinsichtlich ihrer Wirkung anf die Vitalkapazitiit

nach Herabsetzung der Blutmenge in den unteren Extremitaten

gepriift. Ferner wurde cin Vcrgleich zwischen der Grosse der

ans den unteren E.xtremitiitcn cntleerten Bhitmengc und der

gleicbzeitigcn Vcrandcning dcr Vitalkapazitat sowie iiber die

Vitalkapazitaisschwanknngcn in der gewohnlichen aufrechten

und liegcndcti Stellung angestcllt.
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Methodik.

Die Vitalkapazitat mirde mit dem Krogschen Spirometer gemessen.
In der Eegel mirden bei jedem Versucb drei Messungen vorgenommen.
Hamilton und Morgan (1931) sowie Asmussen, Hohwu-Crhistensen
imd Sjostrand (1939) baben nacbgewiesen, dass das Eesidualluft-
volumen bei derartigen Variationen der Vitalkapazitat konstant
bleibt Oder ancb in derselben Eicbtung -wie die letztere variiert. Bei
dieser Untersucbung mirde es daber nicbt fiir erforderlicb gebalten,
weitere Bestimmungen bieriiber auszufubren.

Die Variationen der Blutmenge in den imteren Extremitaten mirden
dadurcb bervorgerufen, dass die Versucbspersonen auf ein Liegebrett
gelegt mirden, welcbes um 60° gegen die Horizontalebene geneigt
•war, -wobei sicb der Kopf der Versucbsperson unten befand, oder indem
die letztere rittbngs aiif einer Stiitze bing, also mit dem Kopf nacb
oben. Nacb 5—10 Mnuten in der ersteren Stellung und 15—20 JEnuten
in der letzteren -wurde der Blutzufluss zu den unteren Extremitaten
mittels pneumatiscber Manscbetten am oberen Teil der Oberscbenkel
abgesperrt. Dann "wurde das Liegebrett in die Horizontallage ge-

bracbt, und im Laufe von Stunden -wurden die Bestimmungen
ausgefiibrt; wabrend dieser Zeit konnte die Abscbniimrig beibebalten

werden.

Das Beinvolumen -wurde mit geniigender Genauigkeit durcb die

Messung des Deplacements bestimmt. Die maximale Differenz in

•vier Bestimmungen desselben Bernes (6,800 1) -war so nur O.ois 1.

Als Versucbspersonen dienten bauptsacblicb z-wei Kandidaten der

Medizin. Beide sind geradezu atbletiscb gebaut und normalgross,

174 cm bz-w. 176 cm (G—t und W—d). Da die Versucbe sicb mit

langeren oder kiirzeren Pausen -liber fast ein Jabr erstreckten und die

Werte bei verscbiedenen Versucbsgelegenbeiten gut iibereinstimmten

baben sicb die Versucbspersonen als besonders geeignet erviesen.

Ausserdem -wurden einzelne Versucbe an einer astbeniscben Versuchs-

person vorgenommen, -wobei sicb aber je-weils mebr fluktuierende Werte

ergaben, -wesbalb sicb dieses Indi-viduum zu Untersucbungen iiber das

normale Verbalten -weniger eignete.

Die Vitalkapazitat bei gewohnlicher anfrecliter und

liegender Stelluug sowie nach kunstlicli hervor-

gerufenen BlutverscMebungen.

Wp.nn die Lungen als Blutdepot beim Menscben eine grossere

Eolle spielen, so ist zu er-warten, dass so-wobl in liegender -wie auf-

recbter Stellung Blut aus denselben entleert -werden kann, und

dass die Lungen bei exzessiver Entleerung von Blut aus den

Beinen dasselbe ganz oder teilweise aufnebmen. Es -wurde daber
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ein Vergleicli zwisclien der Vitalkapazitiit in gewolinliclier auf-

recliter und liegender Stellung und im Liegen nacli Entleerung

Oder Eiillung der unteren Extremitiiten mit Bint vor der Abschnii-

rung in der oben bei der Bescbreibung der Metbodik angegebenen

Weise angestelit. Tab. 1 ist eine Zusammenstellung der bierbei

erbaltenen Werte.

Tab. 1.

Die Viialkapaziiai in aufrecMer und liegender Siellung soivie in

liegender Siclhtng nach Entleerung und Fiillung der Seine mit Slut

durch passive Lage'dnderungen.

Yer-
snebs-

person

Datnni

Vitalkapazitat in 1 Vitalkapazitat in 1
Diffe-

renz

in I
stehend liegend

blntgef.

Beinc

4.CG 4.40 4.42 4.86

G-t 23.11. 4.01 0.1 70 4.36 4.78 0.410

4.03 4.47 4.42 4.80

= 4.63 M = 4.46 M = 4.40 51 = 4.81

4.00 4.48 4.84 4.77

G-t 25.11, 4AS 0.160 4.4S 4.76 O.8C0

4.56 4.40 4.44 4.76

M = 4.58 JI = 4.42 M = 4.40 51 = 4.76

4.38 4.29 4.18 4.48

W-d 16,11. 4.32 O.OGO 4.49 0.260

i
4.33 4.28 4.20 4.47

\

M = 4.34 it = 4.28 51 = 4.20 51 = 4.46

\

{ 4.39 4.11 3.99 4.54

! W-d 27.11. 4.23 0.160 4.00 4.87 0.460

i 4.29 4.21 4.08 4.61
1

[
M = 4.34 M = 4.18 M = 4.01 51 = 4.47

Nacb Untersuebungen von Hamilton und Morgan (1931)

diirfte man zu der Annabme bereebtigt sein, dass die Anderung

der Vitalkapazitat beim Ubergang von aufreebter zu liegender

Stellung bauptsacblicb durcb eine Versebiebung von Blut bedingt

ist. Es muss daber zuliissig sein, die beiden Differenzen in Tab. 1

direkt miteinander zu vergleichen. Diese zeigen, dass neben den

Blutverscbiebungen, welche beim t)bergang von liegender zu

aufreebter Stellung zwiseben Tborax und unteren Extremitaten

erfolgen, beim Einnebmen von passiver Hangelage eine betraebt-

licbe Blutmenge aus dem Tborax entleert werden kann. Wabrend

die Differenzen zwiseben der Vitalkapazitat in aufreebter und
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liegender Stellung bei drei Versuchen 160—170 ml bctragen,
erreicben dieselben bei den mebr exzessiven Blutverschiebungen
360—4:60 ml.

Aus diesen Versuclien geht also bervor, dass die Lungen aucb
bei aufrecbter Korperbaltung grosse Blutmengen abgeben konnen,
und dass die Grenze ibrer Kapazitat in liegender Stellung nicbt

erreicbt wird. Es bandelt sicb aucb um recbt erbeblicbe Blut-

mengen (7 % des Gesamtblutes), vrelcbc in dcr gewobnlicben lie-

genden Stellung aus dem Tborax entleert werden konnen, obne
dass sicb sagen liessc, der Kreislauf im iibrigen sei in boberem
Grade verandert.

Die Bezieliuiig zwisclicii den Variationen des Beinvolumens
niid der Vital kapazitat.

Um zu einer Entscbeidung ubcr die Boziebung zwiscben den

Veriinderungen der Vitalkapazitiit und der Blutmenge, welcbe

vor der Abscbniirung in den beiden Stellungen in den Beinen

angesaramelt bzw. aus dcnselben entleert vorden war, zu gelangen,

wurde nacb der Bestimmung der Vitalkapazitiit das Volumen

des einen Beines gcmessen. Dieser Wert wurde dann mit 2 multi-

pliziert, um eine IMass der totalen Blutmenge zu erbalten, welcbe

nacb den unteren Extremitaten bin oder von diesen ber verscbo-

ben worden war (Tab. 2).

Aus Tab. 2 wird ersicbtlicb, dass der erbaltene Wert fiir die

A^eriinderung des Beinvolumens recbt gut mit der Anderung der

Vitalkapazitiit iibcreinstimrat. Bei A^ersuchcn, wo die Scbwan-

kungen verhiiltnismassig klein waren, findet man keine regel-

jniissige Abweicbung in der einen oder anderen Eicbtung; die vor-

liegenden Abweicbungen diirften bier auf die mangelnde Genauig-

keit der Bestimmungsmethode zuruckzufiibren sein. Bei den

beiden Versucben, wo die Variationen boheren Grades waren,

weist die Vitalkapazitiit eine etwas geringere Veriinderung auf

als das berechnete Beinvolumen. Die Anderung der A^italkapazitiit

ist bier indessen nur ca. 10 % kleiner als die des Beinvolumens.

Die gute tjbereinstimmung zwiscben den Variationen des

Beinvolumens und der Vitalkapazitat zeigt, dass Blutverscbie-

bungen nacb und von peripbexen Gefassgebieten durcb eine Ent-

leerung von Blut aus dem Tborax bzw. eine Ansammlung desselben

an dieser Stelle kompensiert werden. Diese Scblussfolgerung ist
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vollig bereclitigt, da eine Zunahme des Baucbinlialts von ent-

sprechendem Grade keinen Einfluss auf die Vitalkapazitat ausubt
(Asmussen, Hohwu-Christensen und Sjostrand, 1939).

Tab. 2.

Die Beziehung zwischen VHalkapazUdi und Beinvolumen.

Ver-
SUcllB-

person

Datum

Vitalkapazitat in 1
Volnm. d. r.

Seines in 1
Differenz in 1m blutl. Seine

U
blutleer

IV I/II
ni/iv
X 2

4.36 4.61

G-t 6.6. 4.66 6.000 6.060 O.llO 0.120
4.48 4.62

M = 4.42 M = 4.53

4.26 4.39

G-t 7.6. 4.47 4.54 6.116 6.155 O.lOO 0.080

4.66 4.66

M = 4.43 M = 4.53

4.44 4.77

G-t 10.6. 4.30 4.83 5.720 5.946 0.890 0.460

4.62 4.82

M = 4.42 M = 4.81

4.19 4.74

'W-d 20.9. 4.21 4.73 5.300 5.610 0.550 0.620

4.16 4.76

M = 4.19 M = 4.74

4.41 4.74
W-d 27.9. 4.60 4.67 4.990 5.125 0.240 0.270

4.49 4.73

M = 4.47 M = 4.71

4.13 4.43
W-d 16.11, 4.49 5.600 5.600 O.260 0.200

4.26 4.47

M = 4.20 il = 4.46

Eine deraxtige Zu- oder Abnahme der Blntmenge in den un-

teren Extremitaten diirfte mit einem Aderlass bzw. einer Trans-

fusion entsprecbender Blutmengen aus oder in den Organismus

als Ganzes zu vergleicben sein. Die grossten Blutverscluebungen,

welcbe sick auf dem bier beschriebenen Wege erzielen lassen,

scbeinen auch zur Erzeugung eines geAvissen Grades von Kreis-

laufinsuffiziens zu geniigen, welcbe sicb in einer Erscbwerung der

Eliissigkeitsresorption aus dem Darm aussert (Asmussen, Hohmu;-

Christensen und Nielsen, 1938). Wiirden beim ]\Ienscben an-

16—iII-475. Ada pliys. Scandinav. Vol. 2.
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dere Organe als die Lungen als Blutspeicher eine wesentliclie

Rolle spielen, so ware zu erwarten, dass man eine weniger gute
tibereinstimmung zwischen den Veranderungen der Vitalkapazitat

und den in den nnteren Extremitaten direkt nackgewiesenen
Variationen der Blutmenge finden wurde.

Aus diesen Versucken mit Bestimmung der Vitalkapazitat

und des Beinvolumens wird ferner ersicktlick, dass die grossen

Sckwankungen der Vitalkapazitat, welche man bei ein und der-

selben Versuchsperson unter identischen Versucbsbedingungen,

aber bei verscMedenen Versuchsgelcgenheiten findet, von Gros-

senvariationen der Blutverschiebung bedingt werden. Sie be-

ruben demnacb nicht direkt darauf, dass die Lungen an den ein-

zelnen Zeitpunkten in verschieden bobem Grade als Blutspeicher

fungieren. Diese Variationen miissen mit Tonusscbwankungen in

der Gefassmuskulatur oder evtl. aucb in der Skelettmuskulatur

zusammenhangen.

Der Einfliiss einiger BlutgefasspharmaliR auf die

Vitalkapazitat.

Urn sick einen Begriff von den Faktoren, welcke auf das im

Tkorax angesammelte Blut entleerend vurken, macken zu konnen,

wurden einige Pkarmaka kerausgegriffen, velcke das Blutgefass-

system in versckiedener Weise beeinflussen, wie Amylnitrit, Vaso-

pressin, Adrenalin und Epkedrin. Als ein blutdrucksenkendes

]\Iedikament mit dilatierender Wirkung auf die peripheren Blut-

gefasse, in erster Linie die Arterioli, \vurde Amylnitrit gewaklt.

Das Vasopressin reprasentiert ein Hormon mit gefasskontrakieren-

dem und blutdrucksteigerndem Effekt, velckes das klinutenvo-

lumen und die zirkulierende Blutmenge eker verringert als ver-

grossert. Adrenalin und Epkedrin dagegen kaben bekanntlick

eine blutdrucksteigernde Wirkung, fiikren aber gleickzeitig zu

einer Zunahrae des kCnutenvolumens und der zirkulierenden

Blutmenge.

Amylnitrit. Der Effekt von Amylnitrit wnrde in der Weise

studiert, dass die Vitalkapazitat bei blutleeren Beinen in liegender

Stellung gemessen vrurde, worauf die Versucksperson Amylnitrit

(auf einen Wattebausck getraufelt) zum Einatmen erkielt, bis an

der Haut eine Gefasserweiterung zu konstatieren war. Dann

wurde moglichst rasck nach der Inkalation die Vitalkapazitat
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von nenem gemessen. Inhalation und Bestimmung wuxden bei

jeder Gelegenheit dreimal wiederholt.

Tab. 3.

Einfluss von Amylmtrii auf die VHalTcapazHat hei hlutleeren Beinen.

Yer-
suchs-

persoa

Datum

Vitalkapazitat in 1 Differenz in 1

blutl. Beine

I

nach Inh. v.

Amylnitr.
11

hlntgef.

Beine
III

i-n I—

m

4.36 4.59 4.61

G-t 6.6. 4.66 5.65 0.1 60 0.1 10

4.48 4.59 4.62

M = 4.42 M = 4.58 M = 4.53

4.47 4.66 4.54

G-t 7.6. 4.68 0.170 0.090

4.56 4.71 4.66

M = 4.51 M = 4.68 M = 4.60

4.44 4.66 4.77

G-t 10.6. 4.30 4.88 0.180 0.390

4.52 4.64 4.82

M = 4.42 M = 4.60 M = 4.81

4.19 4.38 4.74

W-d 20.9. 4.21 4.73 0.230 0.550

4.16 4.46 4.76

M = 4.19 il = 4.42 M = 4.74

Wie aus Tab. 3 bervorgebt nimmt die Vitalkapazitat bei

Inhalation von Amylnitrit zu. Bei Blutverscbiebnngen boberen

Grades betxagt die Vitalkapazitatssteigerung etwa die Halfte

derjeningen Variation, •welche sicb bydrostatiscb bervorrufen

lasst. Bei dem Versucb an W—d wnide Amylnitrit aucb bei

blutgefiillten Beinen inbaliert. Dabei betrug die Vitalkapazitat

bei drei Bestimmnngen im Mittel 4.69 1, woraus ersicbtlich vrird,

dass der Effekt von dem Vorbandensein des im Thorax angesam-

melten Blutes abbangig ist.

Vasopressin. Die Bestimmung der Vitalkapazitat vnirde an

verscbiedenen Zeitpunkten nach intramuskularer Injektion von

0.7—1.2 ml Pitressin (P. D. u. Co.) vorgenommen. Die erste

Bestimmung wuxde ausgefiibrt, sobald Erblassen und gleicbzeitig

eine Blutdrucksteigerung von etvra 10 % eintrat. An demselben

Zeitpunkt — in der Hegel 8—10 j\Iinuten nach der Injektion

pflegte aucb die Vexsucbsperson kolikartige Empfindungen im
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Leibe zu verspuren. Bestimmungen wuiden ausgefiibxt in ge-

Tvobnlicber anfrecbter Haltnng, in liegender Stellung bei blut-

leeren Beinen an verscbiedenen Zeitpunkten nacb der Injektion

some bei blntgefullten Beinen ca. B/j Stunden nacb derselben

(Tab. 4). Anssexdem ist in dieser Tabelle die Pulsfrequenz some
der systoliscbe nnd diastoiiscbe Blutdruck vor und nacb der Vaso-

pressininjektion angegeben.

Es ergibt sicb aus diesen Bestimmnngen, dass Vasopressin

nicbt die Vitalkapazitat in Zusammenbang mit der Blutdruck-

steigerung beeinflnsst. Bei G—t nabm zwar die Vitalkapazitat

15—^25 Jlinuten nacb der Injektion zu; dies ist aber nacb dem
Zeitpunkt, •^o der Blutdruck den Hobepunkt erreicbt bat. G—^t

empfand da aucb beftige Kolikscbmerzen, so dass er nur mit

Mube stillbalten konnte. Es ist daber moglicb, dass die spater

eintretende Zunabme der Vitalkapazitat bei G—^t nur sekundai

mit der Vasopressinmrkung zusammenbangt. Bei W—d anderte

sicb dagegen die Vitalkapazitat nicbt, wenigstens nicbt in den

nacbsten 40 Minuten nacb der Injektion.

Diese Versucbe baben aucb gezeigt, dass im Zusammenbang
mit veranderten bydrostatiscben Verbaltnissen aucb ziemlicb

lange nacb der Injektion keine oder nur unerbeblicbe Blutver-

scbiebungen zustande kommen. So anderte sicb die Vitalkapazitat

bei den folgenden Versucben mit passiver Hangelage wabrend

15—^20 Minuten nicbt, obgleicb dieselben ca. Vjz Stunden nacb

der Injektion vorgenommen mirden. Bei drei Versucber war so-

mit die Vitalkapazitat nacb Blutfiillung der Beine ganz dieselbe

wie in liegender Stellung. Man vergleicbe aucb die Vitalkapazitat

nacb passiver Hangelage mit der in gewobnlicber aufrecbter Hal-

tung vor der Injektion 1 Bei samtlicben Versucben ist die Vital-

kapazitat kleiner, bei dreien vresentlicb kleiner, als im letzteren

Ealle. Es ergab sicb aucb, dass Vasopressin nocb lange nacb der

Biickkebr des Blutdrucks auf das normale Niveau eine gefass-

tonisierende Wirkung entfaltet. Es scbeint daraus aucb bervor-

zugeben, dass die Wirkung des Vasopressins in erster Linie

in einem tonisierenden Einfluss auf die Blutgefasse bestebt,

wodurcb u. a. bydrostatiscb bedingte Blutverscbiebungen ver-

bindert werden.

Vasopressin scbeint also nicbt direkt entleerend auf das in

den liungen angesammelte Blut und damit nicbt kontrabierend

auf die Blutgefasse zu wirken, welcbe jenes Blut aufgenommen

batten. Das Hormon verbindert wabrscbeinlicb durcb seine all-
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Tab.

Einfluss von Adrenalin und Ephedrin auf die Vitalkapazitat

Ver-
sucbs-

person
Datum Injektion

V i talk a p a -

blutleere Seine

Yor d. Inj.

I

5—10 11—15 16-20

Min. n. d. Ini.

n

4.42
G-t 23.11. Epbedr. 4.85 4.46 4.50

4.42

M = 4.40

4.34
G-t 25.11. Ephedr. 4.43 4.66 4.69

4.44

M = 4.40

4.45 4.45

G-t 3.4. Adren. 4.50 4.67 4.66

4.40 4.65

M = 4.45 M = 4.55

4,05 4.60 4.76

W-d 12.10. Ephedr. 4.12 4.24

4.28 4.68 4.72

M = 4.15 M = 4.64 M = 4.73

4.86

W-d 26.10. Ephedr. 4.36 4.80 4.22 4.46

4.35

il r= 4.37

3.99

"W-d 27.11. Ephedr. 4.00 4.28 4.44 4.52

4.08

= 4.01

4.09 4.05 4,17

•W-d 28.2. Adren. 4.03

4.11 4.06 4.12

M = 4.08 M = 4.05 M = 4.16

gemein gefasstonisierende Wirkung die Entleerung des depo-

xiierten Blutes bei einer folgenden Anderung der bydrostatiscben

Verbaltnisse.

Adrenalin und Ephedrin. Aus Tab. 5 gebt bervor, dass eine

subkutane Injektion von Adrenalin (1 mg) oder Epbedxin (50

mg) die Vitalkapazitat steigert, nacbdem Blut aus den unteren

Extremitaten entleeit "STorden war. Diese Zunabme findet
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5.

bei verscheidenen Blutmengen in den unteren Exiremiidten.

z i t a t i n 1 Differenz

blutgefullte Seine

21—30 5—15 16—25
vor d. Ini.

I—II I—III

Ill Min. n d. Ini.

IV

4.57 4.86

4.78 0.200 0.410
4.G4 4.80

M = 4.60 M = 4.81

4.77 4.86

4.67 4.76 4.76 0.280 0.360
4.76 4.81

M = 4.76 M = 4.83

4.62

4.66 0.220 0.210

4.69

M = 4.66

4.68 4.79 4.76

4.76 4.67 0.680 0.580

4.74 4.71 4.77

M = 4.78 M = 4.76 M = 4.73

4.48 4.66 4.68 4.71

4.51 4.69 0.120 0.260

4.49 4.61 4.73 4.66

M = 4.49 M = 4.68 M = 4.66 M = 4.69

4.59 4.64 4.69

4.37 4.60 0.620 0.460
4.48' 4.61 4.61

M = 4.68 M = 4.47 M = 4.60

4.44 4.64 4.49 4.44

4.61 0.370 0.460

4.47 4.64 4.48 4.66

M = 4.46 M = 4.63 M = 4.48 M = 4.60

stufenweise statt, ist oft schon nach. 5—10 Minuten angedeutet

und scheint 15—20 Minuten nacli der Injektion ihxen Hohepunkt

zu erreicken. Bei einigen Versuchen entspriclit die Vitalkapa-

zitat nack der Injektion der bei blutgefiillten Beinen, also nack

15—^20 Minuten passiver Hangelage mit abwartsgerickteten

Beinen. Bei anderen Versuchen ist der Effekt des Adrenalins

Oder Epkedrins geringer. Dies lasst sick dadurck erklaren, dass
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die Kesorptionsbedingungen bei den einzelnen Versuchen ver-
scbieden waren. Auch die Wirkung auf Blutdruck und Puls-
frequenz ist bei denjenigen Versuchen eine ausgesprochenere,

wo die Vitalkapazitatsanderung grosser ist.

Bei blutgefiillten Beinen und von vornherein schon grosser

Vitalkapazitat haben Adrenalin und Ephedrin entweder gar kei-

nen oder nur einen geringen Einfluss auf die Vitalkapazitat.

Es macht also den Eindruck, als ob Adrenalin und Ephedrin

y.K.

4,70

4,60

4,50

4,40

4,30

4,20

4,10

4,00

10 20 30 Zeit in

Minnten.

Abb. 1. Einfluss von Ephedrin auf Vitalkapazitat, Blutdruck und Pulsfrequenz
bei blutleeren (ausgezogenc Linien) und blutgefiillten Beinen (gestricheke Linien).

Angegeben sind mittlere Werte aus 3 Versuchen’ an der Versuchsperson W—d.

unter diesen Versuchsbedingungen die Entleerung von Blut aus

dem Thorax auf dieselbe Weise bewirken wie bei Anderung der

hydrostatischen Verhaltnisse, und dass dieselben, wenn die in

beiden Fallen sozusagen zur Verfiigung stehende Blutmenge

bereits erschopft ist, keine Wirkung entfalten.

Es war von Interesse, den Einfluss des Ephedrins auf Puls-

frequenz und Blutdruck in den beiden Fallen mit und ohne gleich-

zeitige Entleerung von Blut aus dem Thorax zu vergleichen. In

Abb. 1 ist die Beziehung zwischen Vitalkapazitat, Pulsfrequenz

und Blutdruck bei den Ephedrinversuchen an W—d graphisch

dargestellt. Dieselbe Beziehung zwischen Pulsfrequenz und Vital-

kapazitat nach Injektion von Ephedrin wurde bei G—^t bei dem

Versuch am 25. 11. gefunden, dem einzigen Versuch an ihm, wo

wahrend des ganzen Experiments die Pulsfrequenz festgestellt

wurde. Aus diesen Versuchen geht mit aller Deutlichkeit her-
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vor, dass Ephedria bei blutgefullten Beiaen ia sebx bobem
Grade palsbescbleunigead wirkt, and zwar, wenn nicbt gleicb-

zeitig Blut aas dem Thorax eatieert wd. Dagegen scheint der

blutdrucksteigernde Effekt, dem Versuch an W—d nach zu ur-

teilen, bei gleichzeitiger Batleerung von Bint aas dem Thorax
starker za sein. Dies lasst sich selbstverstaadlich dadarch ia

befriedigender Weise erWaren, dass die Blatdrucksteigerung in

diesem Ealle aaf dem Wege aber die pressoregalatorischen Rezep-

tororgane eine Stimulierang des Vagnszentrums and damit eine

Herabsetzaag der Herzfreqaenz aaslost.

ScHTHiTEX, Bedelmann and Ltppelt (1933) geben an, dass

Adrenalin die Yitalkapazitat verkleinert, und zwar kann die

Abnahme bei Personen in gewohnlicher liegender Stellang mehrere

hundert ml betragen. Die Versache, iiber welche hier berich-

tet vricd, bestatigen diese Behaaptang nicht, and aach "weitere

Expeximente bei gewohnlicher liegender Stellang ohne Abschnii-

rung der Seine lieferten mit den Ergebnissen dieser Eorscher

keineswegs abereinstimmende Resaltate, wenn sich aach ein ent-

leerender Effekt dabei nicht sicher nachweisen Hess.

Die vorgenommene Analj^e mittels gefassbeemflassender Phar-

maka hat also ergeben, dass sowohl das gefassdilatierende Amyl-

nitrit wie das Adrenalin aaf das in die Langen aafgenommene

Blat entleerend wixkt, wahrend das gefasskontrahierende Vaso-

pressin diesen Effekt nicht besitzt. Dies zeigt, dass die Entleerang

nicht ledigHch den Gesetzen des Gefasstonus folgt. Die entleerende

Wirkang des Amylnitrits darfte mit dem blutdrucksenkenden

Effekt des Medikaments zusammenhangen. Man kann annehmen,

dass dabei dieselben regalierenden Eaktoren beteiligt sind, vie

bei Blutdracksenkung als Edge eines verminderten Zastroms

zam Herzen, 'wie beim tJbergang von liegender za aafrechter

Haltung und bei der Absperrung grosserer Blutmengen in den

anteren Extremitaten. Der Unterschied zv^ischen der hydro-

statisch bedingten Blatansammlung in den Beinen bei aafrechter

Korperhaltimg und der Aafnahme von Blat im Thorax geht aas

der verschiedenen Einadrlcung des Vasopressins aaf diese beiden

Eormen von Blatansammlung hervor.

Es kann hier erwahnt werden, dass die Wirkang wenigstens

des AdrenaHns and Vasopressins mit dem Effekt dieser Medika-

mente aaf die hlilz iibereinstimmt. Adrenalin bringt die jMilz-

kapsel zur Kontraktion, wahrend Vasopressin zwar bis za einem

gerrissen Grade verkleinernd aaf das Milzvolamen wirkt, aber
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nicht durch. einen kontraHerenden Effekt auf die Slilzkapsel,

sondern durck eine direkte Beeinflussung der Blutgefasse. Es

hemmt somit in erster Linie die Blutzirkulation durck die Milz

(De Boer und Carroll, 1925).

Erorteruug der Yersuchsergeknisse.

Die einleitend angefiikrten Untersuckungen katten gezeigt,

dass die Grosse der Vital- und Totalkapazitat entspreckend der

Blutmenge in den unteren Extremitaten -weckselt, und dass diese

Sckwankungen von Blutmengenvariationen in den Lungen bedingt

werden mussen. In der vorliegenden Arbeit -wurde uber Unter-

suckungen bericktet, welcke ergaben, dass sowokl bei gewoknlicker

liegender -wie bei aufreckter Haltung erkebliche Blutmengen

aus den Lungen entleert werden konnen, und dass die Variati-

onen der im Brustkorb angesammelten Blutmenge dabei ganzlick

Oder zum grosseren Ted den Veranderungen der Blutmenge in

den unteren Extremitaten entsprecken. Die Amalyse der "Wirkung

von Amylnitrit, Vasopressin, Adrenalin und Epkedrin auf die

Vitalkapazitat bei Entleerung von Blut aus den Beinen kat ge-

zeigt, dass dabei das Blut aus dem Tkorax gemass der Anforderung

des Ekeislaufs abgegeben wird, wie bei Senkung des Blutdiucks

(Amylnitrit) oder bei Steigerung des j\Iinutenvolumens und der

zirkulierenden Blutmenge (Adrenalin und Epkedrin). Dagegen

wird die Tkoraxblutmenge bei einer allgemeineren Gefasskon-

traktion okne Zunahme des ]\Iinutenvolumens, wie unter dem Ein-

fluss von Vasopressin, nickt herabgesetzt.

Die auf diese "Weise gemackten Beobacktungen steken offen-

bar im Einklang mit der Ansckauung, dass die Lungen als Blut-

depot eine gewisse Eolle spielen. Da Blutmengen von mekreren

kundert ml aus den unteren Extremitaten entleert werden konnen
xmd eine nakezu exakt entspreckende Abnakme der Vitalkapazitat

gleickzeitig erfolgt, sckeinen die Lungen auck beim Menscken
das einzige wesentlickere Blutdepot zu sein, welckes bei der-

artigen Blutmengenvariationen in Eunktion tritt. Alle anderen

Organe, welcken von verschiedenen Forsckern als Blutdepots

Bedeutung beigemessen wird, sckeinen also beim Menscken auck
bei erkeblicken Blutversckiebungen zu und von den unteren

Extremitaten keine nennenswerten Blutmengen aufzunekmen.
Dies stimmt mit den Ergebnissen friiker angestellter Versucke an
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Tieren niit Fixierung der Blutverteilung in den peripheren Blut-

gefiisscn bei einem plotzliclien Tode oline vorausgehende Betau-
bung nnd Operation der Tiere iiberein.

iMann kann sich nicht denken, dass die Entleerung von Blut
aus den Lungen bei einer Anderung der bydrostatischen Verbalt-

nisse gelcgentlicb einer Gefassdilatation init Sinken des Blut-

drucks odor imter dem Einfluss von Adrenalin eine nacbteilige

Wirkung auf die Ernahrung des Lungengewebes oder anf die

Funktion der Lunge als Atmungsorgan ausubt, da diese, wenig-

stens bei gleichzeitiger Einwirkung von Adrenalin nnd Epbedrin,

gesteigert ist. Die Aufnabme und Abgabe dieses Blutes in den

Lungen entspricht also in dieser Hinsicbt den Verbaltnissen in

einem echten Blutdcpot. Es ist nicbt nachgevriesen worden, dass

sick dieses Blut in langsamer Zirkulation befindet, wie in der J\Iilz,

aber unter dem Gesichtspunkt der Funktion kann das nicbt von

grosserer Bcdeutung sein. Bei Tieren in gewobnlicber Aktivitat

befindet sicb das in den Lungen angesammelte Blut in verbaltnis-

miissig langsamer Zirkulation, wie Versuebe mit Injektion von

Farbstoff gezeigt baben (T, Sjostband, 1934, 1935).

Die vorliegeuden Untersuchungen stiitzen demnacb fernerbin

die Tbeorie, dass bei Siiugetieren die Lungen als ein viebtiges

Blutdepotnrgan fungieren.

Znsaramenfassnng'.

Bei einer Yermebrung der Blutmenge in den unteren Extre-

mitaten durcb Absperrung der Blutzirkulation in diesen nacb

Einnebmen von passiver Hangelage wabrend 15—20 Minuten

nimrat die Vitalkapazitat, sowobl bei aufreebter wie liegender

Stellung bestimmt, zu. Bei Entleerung von Blut aus den Beinen

durcb Einnebmen von passiver Hangelage mit abwartsgeriebte-

tem Kopf -wabrend 5—10 Slinuten vor der Absperrung des Blut-

stroms nacb den Beinen nimmt die Vitalkapazitat ab. Die j^-

derungen der Vitalkapazitat stimmen im grossen ganzen mit den

Variationen des Beinvolumens uberein.

Bei liegender Stellung mit »blutleeren« Beinen lasst sicb eine

Zunabme der Vitalkapazitat durcb Adrenalin, Epbedrin und

Amylnitrit erzielen. Dagegen bbt Vasopressin unter diesen Um-
standen keine sichere Wirkung auf die Vitalkapazitat aus.

Die Untersuchungen macben also ersicbtlicb, dass sicb bei
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Anderung der Blutfiillung in den unteren Extremitaten die Blut-

menge im Thorax in entsprechendem Grade andert, und dass sowohl

eine Senkung des arteriellen Blutdrucks durch eine Gefassdila-

tation wie eine Steigerung desselben mit gleichzeitiger Zunahme

auch des Minutenvolumens und der zirkulierenden Blutmenge die

Entleerung von Blut aus dem Thorax veranlassen kann, vermut-

lich ohne dass dadurch die nutritive Blutversorgung der dort

befindlichen Organen eingeschrankt wiirde. Dieses Verhalten

spricht dafiir, dass die Lungen beim Menschen, ebenso wie bei

anderen Saugetieren, eine Art von Blutdepotfunktion haben.
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A Method of Determining: the Quantity of Heat
Erolyed on the Complex Hesistance in an
Element of the Blood-Flowmeter (^^Thermo-

Stromuhr”) after Hein.^

(The Pedersen Principle Applied in the Rein Thernio-

Stromnhr.)

By

1. K. TVEDE-JACOBSEN.

Rein’s flow meter (“Die Thermo-Stromuhr”) (1928), (1929) is

an apparatus which makes it possible to obtain a continuous

record of the mean minute-volume of blood flowing in an un-

opened vessel.

The principle of the measuring arrangement is to supply a

cross section of the vessel with a steady and measurable flow

of heat. Hereby the temperature of blood is raised presumably

in inverse ratio to its velocity. The difference in blood tempera-

ture before and after the heated section is therefore taken to be

an expression of the minute-volume. The blood temperatures

cannot be measured directly but by means of the laws of heat

convection certain conclusions about the blood temperatures and

accordingly the minute-volume can be drawn from the surface

temperatures of the vessel-walls.

According to Rein the heating of the cross section of the ves-

sel must be brought about by means of high frequency alter-

nating current which is conveyed to the cross section of the ves-

sel through electrode plates on its walls. The surface temperatures

are measured by means of thermo junctions connected to gal-

vanometers. Heating electrodes and thermo junctions are usually

built into u-shaped cuvets to units fitting round the blood vessel.

‘ Received 28 April 1941.
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Such a unit is here defined as a Eein-element.

Ever since the time when this Thermostromuhr became known,

a constant discussion has been going on as to whether this in-

strument could be used quantitatively or not. The continual

appearance of new proposals (Schmidt & Walker, 1935—39,

Baldes & Herrick 1937, Kolin 193G) to alter the original

embodiment of the principle given by Rein as well as the pre-

vaihng tendency to be content with purely qualitative results

appears to show that the use of the apparatus in practice still

offers certain difficulties to the users.

Several authors have examined and described the sources of error

in thermo-stromuhr measurements. Among the contributions of

practical importance might be mentioned Barcroft and Lough-
ridge’s 1938 investigations on the influence of variations in the blood

temperature. More theoretically interesting arc A. C. Burton’s 1938

examinations of the manner in which the ^ect heat convection from
the heated cross-section in . a Rein-element, respectively with and
against the blood flow, especially for low flow velocities may influence

the shape of the adjusting curves of the element.

It must probably still be answered in the negative whether quanti-

tative work with the stromuhr can be performed in such a sense that

it should be possible to calculate the limit of error of the final result

from the known limits of error of the measurements and observa-

tions forming the basis of the latter.

"When the method given by Rein is strictly adhered to the basis

for such an error calculation for the result of an experiment must
in fact be:

I. A determination of the limit of error for the measurement of

the quantity of heat evolved per rmit of time in a Eein-element.

II. A determination of limits of error in the model verification of

an element described by' Rein, and finally

III. A judgment as to whether the requirements in respect tn the

object experimented upon and the surrounding conditions form-
ing the basis for Rein’s theory have been filled (\dz. such

assumptions as: constant external temperature conditions, a

uniform heating throughout the entire cross-section of the

blood vessel, no velocity gradient for the flow in the cross-

section, no turbulence etc.).

The method of verification mentioned under II is a direct one. A
piece of bloodvessel is placed in a Rein-element protected against
thermal radiation and convection. Through the bloodvessel is direct-

ed blood or a liquid having as far as possible the chemical and physical
properties of blood — especially in respect to conductivity, heat ca-
pacity, and viscosity. The Rein-element is connected to a generator
and a thermo-galvanometer in the usual way after which, for a fixed
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heat effect the galvanometer deflections and the corresponding ve-
locities of the blood flow e. g. measured by means of a measuring cy-
linder and a stop watch are plotted against each other.

Anybody having tried to perform such verifications will know,
how difficult it is to perform such measurements in a reliable manner.
A series of apparently well -defined points of a verification curve may
as a rule easily be plotted by a single quickly performed experiment,
but the difficdties appear, when it is attempted to reproduce, by a
new experimental arrangement, the curve thus found. The new (tove
can have a shape deviating considerably from the former one and its

position relatively to the co-ordinate axes can be more or less dis-

placed. The main reason for this must be sought in the fact that it

is extremely difficult, under such conditions, to maintain sufficiently

constant temperature conditions around the Rein-element. Even very
small differences in respect to the conditions of heat convection and
radiation between the thermo]unctions and the surroundings, will

cause slow displacements of the initial point of the thermo-galvano-
meter and, consequently, the said inconvenience will appear.

WhUe the difficulties in stromuhr measurements mentioned under
II and III are mostly of a purely practical nature, the measurement
of the quantity of heat evolved in an element as mentioned under I

certainly has caused the greatest theoretical difficulties. The original

method of measurement given by Rein is to measure 1) the effective

value of the heating current produced by the generator and flowing

through the element, and 2) the “resistance” of the element (the cross-

section of the blood vessel) and, on the basis thereof, to calculate the

quantity of heat evolved according to Joule’s law. According to

Rein, the measurement of the heating current intensity is effected

in a thermo-coupled milliamperemeter inserted in the circuit, while

the resistance is measured by substitution with a purely ohmic re-

sistance.

For the following theoretical and practical reasons, however, this

method is insufficient and rather unsuitable: 1) The losscausing re-

sistance in the element is not purely ohmic, but may be considered to

be ohmic resistances shunted with small capacities, in such a manner
that the current flowing in the element is phase-displaced, while also

larger or smaller dielectric losses occur. The substitution resistance

found by the above mentioned method will consequently indicate the

impedance and not the effective resistance proper, in the following

called the “loss resistance”. 2) Even if the resistance thus found had

been the real loss resistance, the accuracy of the measurement would

be small, for the following reasons: Quite indepently of its manner of

coupling, every valve generator has a pronounced tendency to adjust

its effective terminal voltage according to its load, in such a manner

that, at a certain adjustment of the tuning of the outlet circuit, it

will tend to maintain constant the energy given off. Relatively great-

er changes in the load resistance will give relatively smaller changes

in the current through the load. More accurate results would be ob-

tained, if the determination of the element resistance were performed
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by means of a two-branch, arrangement, as outlined in Fig. 1, with

two thermo-instruments and a certain known ohmic resistance, as

the terminal voltage would here remain constant, and the impedance

in the element and resistance would be inversely proportional to the

two current intensities measured. Such an arrangement, however.

RE = Rein element, T = thermo-coupled
instruments.

self unsuited for use in experiments

operate with a time-lag and their ti

sometimes uncertain.

would be impracticable in ex-

periments on animals. (It is

certainly possible by means of

various arrangements for com-
pensation of the phase-displace-

ment, to perform fully correct

determinations of the loss resi-

stance in complex loads but for

practical reasons the perform-

ance of such measurements in

parallel to stromuhr measure-

ments is not to be considered).

3) Every measurement method
based on the use of thermo-

coupled instruments is by it-

on animals, as the instruments

me of adjustment is long and

In our laboratory we have used, for the mentioned reasons,

as a supplement to Kein’s method, an indirect method which,

as appearing from the following detailed description, 1) permits

a quick, secure, and accurate measurement of the quantity of

heat evolved and 2) thus opens a possibility for an easier and

more reliable quantitative interpretation of the registered blood

flow curves than has been possible heretofore.

The method is described and named "Diawatt" method by
Gunnab Pedersen and originally used in diathermic apparat-

uses for therapeutical use. It is based on the circumstance that

a close connection consists between the internal functions of a

generator valve and the high-frequency energy given off. Thus
the direct current from anode to cathode will increase when the

load increases, while the current from the controlling grid to

the cathode (if the valve operates with grid current) will de-

crease when the load increases. These facts may be utilized for

a practical apparatus for output measurement, which in prin-

ciple may be constructed as shown in Fig. 2.

In the grid and anode circuit of the valve, resistances are

inserted which are constructed as potentiometers the contact
arms of which are connected to a moving-coil instrument. Bv
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adjustment of tlie contact arms, a position is found in whicli

tlie instrument shows zero when the generator swings without
external load. ’When the valve is loaded, the instrument will

make a deflection determined by the difference in voltage be-

tween the contact arms and this deflection

will vary very nearly rectihnearly with the

"Watt delivery from the valve. The veri-

fication is effected easily by means of

induction-free and capacityfree load resi-

stances and a thermo-coupled milliampere-

meter. Under cerlain conditions this adjust-

ment mill be valid also for loads that do not

have a purely ohmic character.

The measurements, however, may also be 2. Diagram showing

t 1-111 1 , • tho principle of Diawatt-
performed solely by anode-current varia- measurement.

tions or solely by grid-current variations.

A measuring device operating solely with anode current which

is now in use in our laboratory, and distinguishes itself by its

great simplicity will be described in the following.

The measuring apparatus is u.sed here in connection with a

universal valve of the '‘CL’’-type, but with slight modifications

it may easily be connected to any stromuhr generator.

As shown in Fig. 3, there is

inserted, in the anode circuit of

the valve, an ordinary moving-

coil milliamperemeter MA with

a low internal resistance and

with a scale radius of about Fig. 3. Example of a Diawatt measuring

, . . device with a foreign source of current
4 inches. Ihe instrument is f^j. compensation of the noload anode

fitted a "series” shunt, in such current.

a manner that the dull deflec- Gi= glim lamp. E= ohmic resistance.

T • ' 5IA = moving-coil milliamperemeter.
tion, equal to 200 divisions, pc = dry cell. S = switch,

corresponds to 2 MA, 10 MA,
and 50 MA, respectively. Parallel to the series shunt, a com-

pensation circuit is now disposed, consisting of a 1.5 volt dry-

cell DC, a regulating resistance Bi of 400 ^3, out of which about

100 Q are fixed as a safety resistance for the measuring instru-

ment, a feeble-current regulating resistance R2 of about 20 Q
and a switch S. The entire measuring circuit is uncoupled for

high-frequency current by means of a condenser C of about 0.1

hlF. The measuring apparatus is used as follows; The generator

17

—

hlVnS. Acta phvs. Scandinav, Tol. 2.
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is started without load, and when after some time the no-load

anode current is' constant, the switch S is closed, after which the

instrument is caused to show zero by an adjustment of Ej and Ej,

A few points of an adjusting curve may now easily be plotted

by means of purely ohmic
resistances and a thermo-

instrument. The curve thus

plotted appears to be very

nearly rectilinear, but is in

fact faintly curved, with the

convex side facing upward
in the system of co-ordinate

axes, see Fig. 4.

The accuracy of this meas-

uring method is exceedingly

great and is practically equi-

valent to the accuracy with

which the current intensity

can be measured on the moov-
ing-coil instrument used. By
means of an instrument like

the one just mentioned in

which the absolute readmg
accuracy is about Ys of a division, and in which the tolerance

of measurement is about 1 %, at full deflection, and by a

suitable selection of the range of sensitiveness to be used under
all conditions occurring in stromuhr experiments, a limit of errors

amounting to at most 2 % may be maintained.

It should be mentioned at once, however, that the adjusting

curves to a small extent depend on the order of magnitude of

the load, but if a set of curves for the range between for instance
500 and 2,000 Q are recorded, it is seen that if merely the loss

resistanee is kno'Wn with an accuracy of 100 to 200 Q, it will

be possible, by means of an interpolation, to remain within of

the said error limit of 2 %. Besides, the variation of the adjust-
ing curves certainly depends largely on the impedance adjust-
ment between the valve generator and the tuning elements of

the oscillation circuits. By a suitable selection of these values,
the variation may possibly be considerably diminished.
An adjustment of the high-frequency energy with the above

mentioned accuracy is of course contingent on the generator

Milliamp^res

Fig. 4. Example of a Diawatt adjustment.
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being stable in its function. It is absolutely necessary that tbe
apparatus should be encased in a metal box that is earthed,

and similarly aU the coupling elements and the coupling condi-

tions should be constant, in order that an adjustment once made
may remain valid. If, ho-wever, adjustable couplings are used,

for instance betv?een the anode circuit and the outlet circuit,

these must be adjusted to the point where the no-load anode
current is the same as originally since a certain no-load current

corresponds to a certain ratio of coupling.

The meastuing apparatus described here offers an opportunity to
unveil various sources of error in stromuhr measurements that here-

tofore have perhaps been unnoticed. If the generator is driven directly

from the bghting net as the commercially manufactured generators

generally are, it is seen what a considerable influence on the effect is

exerted by the rapid voltage variations always occurring, even in

a well balanced lighting net. The effect of a generator is nearly pro-

portional to the square of the anode voltage. If the voltage e. g. varies

rapidly between 220 and 210 volts, the ratio of the corresponding effects

will be 220’^/210^, i. e. about 9 % variation. Since the thermo-voltages

vary at the same rate as the effect, the voltage variation will thus

produce an undesired galvanometer deflection amounting to 9 % of

the initial deflection, which may perhaps be equal to, or greater than,

those produced by the blood-flow variations. It is reasonable to ex-

pect that the saw-like appearance frequently offered by a blood-flow

curve is in many cases merely due to net-voltage variations . This

source of error is not at all unveiled by the thermo-instrument insert-

ed in the outlet circuit of the generator, but will manifest itself plain-

ly on the slightly damped moving-coil instrument used in our measur-

ing apparatus. The effect of the nct-voltage variation may, how-
ever, be removed entirely by the voltage-variation equalizer indicated

in the sketch and consisting of the glimlamp G1 plus series resistance

R. In order to function correctly, the lamp as well as the resistance

must of course be adjusted accurately to the requirements of the oscil-

lator valve.

The central feature of the measuring method is consequently

1) that by various stabilizing arrangements the result is secured

that the no-load consumption of the generator will remain per-

fectly constant 2) that by a suitable bridge arrangement the

no-load current is compensated for, so that variations in the

anode current can be measured on a direct-current instrument

the sensitivity of which can now be adjusted according to the accuracy

ioith which it is desired to measure.

The no-load current is certainly to a great extent dependent on

the internal loss in the generator. In order to render these losses as
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•well defined as possible, tbe outlet circuit of tbe
_

generator should

be constructed in such a manner that tbe circuit is entirely broken

in tbe case of no-load. This happens with tbe coil, tuning condenser

and external load in series, as sbo-mi in Tig. 6 a and not in parallel

as shown in Fig. 5 b as sometimes done. As tbe load resistance, in

RE

Fig. 5 a. Fig. 6 b.

Fig. 5. Wiring diagrams for the coupling of Rein-Elements in the outlet circuit.

BE = Rein-Elements.

tbe first mentioned case, dampens tbe oscillation circuit greatly, when
it has high values, tbe impedances of S and C should be adjusted in

such a manner that tbe generator has a suitable high degree of effic-

iency, when the external load has an order of magnitude of from 1,600

to 400 Q, corresponding nearly to one to four elements in parallels

If tbe last mentioned manner of coupling was used, tbe efficiency

would be highest for a large external load, and more elements had

then to be coupled in series.

Tbe incontestable advantages of the method are pointed out above,

but it might perhaps appear to be a bold assertion to maintain that

the method is infallible, or that there may not exist sources of error

that have been overlooked. Thus the objection may be set forth that

what is measured is the external losses of the generator, but that these

losses are not guaranteed to be covered entirely by the heat evolved

in the element, as for instance radiation losses might be included in

the losses measured. The answer to this "will be that the adjustment
curves plotted for the wattmeter have always proved to be perfectly

reproduceable imder conditions where the aim has been to give fa-

vorable conditions for radiation losses (long -wires, high effective volt-

ages etc.) as well as under conditions where the aim has been to limit

such losses. Another and more important objection is the following:

The heat measured at the adjustment is measured as Joule’s heat,

as it has been delivered to, and measured on, purely ohmic resistances.

The question may be made whether the adjustment thus gained will

remain valid, when the load resistance also includes capacities or other

alternating-current resistances. To this question the following answer
may be given: According to Gildemeister and others (1928), the

complex resistance in a piece of organic tissue (in casu the blood ves-

sel enclosed in the cuvette of the Rein-element) is considered to be
composed of a purely ohmic resistance R, a portion of which is shunted

^ The loss resistance for an element of the size mostly used (2 to 3 mm dia-

meter) is as a rule from 1,200 to 1,500 Q.
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^itli a loss-free condenser G (whicli in its turn may be considered to
bo a combination of electrostatic capacities and electrolytic polariza-

tion capacities). The position of this complex resistance in tbe out-
let circuit, however, as shown in Mg. 5 a is such that it enters in series

with the tuning elements of the circuit. These elements are by them-
selves forming a complex load. A modification, within relatively

wide limits, of the values and adjustment of the latter in a model
apparatus according to Fig. 5 a, however, is shown by experience to

have no appreciable influence on the adjustment curves. It must there-

fore be considered to be proved that under the existing conditions the

adjustment remains valid also for loads of a not purely ohmic character.

A third question which in this connection might naturally be asked,

is whether other electro-energetic processes are going on in the load
resistance than the presumed conversion of current energy into heat,

although this has no direct connection to the use of the loss-determi-

nation method described here or, alternatively, the original method.
According to Gildemeister, the capacity contained in the complex
resistance must be considered to be mainly due to electrolytic polari-

zation. It might then be possible that the electro-chemical processes

causing this polarization might be of a heat-binding character. The
answer to this must presently be postponed, but it is probable that

heat phenomena of this nature, at any rate, are so small that they are

irrelevant in this connection.

The circumstance that the measuring method described here

and referred to as '"Diawatt” permits a speedy and easy toler-

ance measurement of the quantity of heat delivered to the Rein-

element opens now also the possibility of an indirect quantita-

tive interpretation of the resulting blood-current curves. The

measurement of minute-volumes are in fact, besides by the

above mentioned quantity of heat, determined by the galva-

nometer deflections. The latter, in their turn, are an expression

for, and are directly proportional to, the temperature difference

between the soldering points of the thermo-junctions and thus

between the surface temperatures of the vessel wall, before and

after the cross-section at which the heating is effected. Supposing

that the requirements mentioned under III, on page 249, are filled,

the rise in 6Zood-temperature Jt^j and the minute volume V
is given by the equation; V'^dt^j-p = Q (1) g being

the specific heat of the blood and Q the quantity of heat sup-

plied. Now the galvanometer deflection and, consequently, the

surface-temperature difference At’ will be a function of Zlt^i, V
and a series of coefficients Cj On which are constant for

the experimental apparatus, viz. for instance the geometrical

dimensions of the vessel cross-section, the coefficient of heat
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conduction and other thermic constants for the vessel wall etc.,

in such a manner that we may put Alt’ = 93(^1 t^i, V, . . .C„)

or Altbi = V, Cl Cn) which together with (1) leads

to the equation: V’(j = Q/tp(At’ , Y, Ci .... CJ (2)

for the determination of V, when Q, the function y), At’ and the

constants are known. In Abderhalden’s Handbuch (1929),

Eein has determined, from the ordinary laws of heat convection,

the functions (p and yj. He demonstrates that the equation

(2), by the introduction of these functions assumes the simple

form of Alt’ • V“ = k . .
. (3), where k is constant, a is a co-effi-

cient {<1) which is characteristic for a given type of element.

This is equal to just one for the ideal element, i. e. an element

in which the temperature of the thermo-junctions is equal to

the mean temperature of the blood, and in which the loss of

heat to the surroundings is infinitely small. In this ideal case

where Al t’ = a1 t^j, equation (1) may be used for determi ring

V. The curves representing the relation between Alt’ and V
become equilateral hyperbolas.

If, consequently, the thermo-galvanometer scale is divided

into Celsius degrees, corresponding to the differential voltage

measured on the thermo-junctions, it would be possible for any

point of the current curve for an ideal element, to figure the

corresponding mean volume per unit of time as the ratio of Q/g

(Q being read on the Diawatt-meter) to the temperature differ-

ence read on the galvanometer scale. The commercially manu-

factured Rein-elements will perhaps not entirely fill the above

mentioned ideal requirements, but the deviation is certainly not

large, and it may be possible to manufacture a type of element

coming still closer to the ideal. The reliability of the method

requires of course an experimental confirmation, but if this has

been done merely once for a type of element, the tedious model

adjustment of the individual elements could be dispensed with

in the future.

In the above, the problem of watt-measurements has rather

been considered to be a question of pure measuring technique,

as it has been assumed that the loss resistance, whether ohmic
or complex, remains constant during the entire measurement.
Under such conditions, the question is of more practical than

theoretical importance, as an incorrect estimate of the resistance

will here result merely in systematic but constant and in many
cases relatively small errors.
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The case is quite different, if the loss resistance in the hlood
vessel for some reason or other varies during the performance
of the experiment. Such variations in the loss resistances may
be produced by the functions of the particular animal experi-

mented upon, but they can as shown below be produced by
purely external causes as well, for instance by the injection into

the blood-system of liquids as solutions of substances, the effect

of which on the circulation is to be examined.

If flow measurements are to be performed during, or in direct

connection with such an injection, these must evidently not

be based on one single loss resistance measurement made before

or after the injection. In such cases the Diawatt-method has

its real value, as it allows with exceedingly great reliability a

control of the constancy of the quantity of heat delivered, in

periods during which the conductimty and loss resistance of

the cross-section of the blood vessel varies continuously. In

this laboratory, the procedure has been to register, on a single

strip of film, 1) the thermo-galvanometer deflections (which

form an expression for the blood-flow), 2) the high-frequency

heating current and 3) the reading of the Diawatt-meter.

The arrangement for registration of the heating current is

shown in Fig. 6a in which G indicates the generator, RE the

Rein-element and TM the thermo-instrument for control of the

heating current. In series with the latter, the thermo-cross TC
is disposed, the secondary side of which is coimected by way

of the resistance R, to the mirror galvanometer Gg. Gg is of

the same type as those used for measuring the thermo-voltage

in the Rein-elements, i. e. with a low internal resistance, and R
is adjusted in such a manner that the time of adjustment and

damping conditions of Gg will be the same as for TM.

The arrangement for registration of the readings of the Dia-

wattmeter is shown on Fig. 6^ in which DW is the Diawatt-

meter. The registration is effected by means of the mirror gal-

vanometer Gi which is placed in parallel to the moving coil of

DW. Gi is here a quickly oscillating, faintly damped, instru-

ment, Rg being about 2,000 Q, and its damping and oscillation

period are adjusted by means of the coupling elements in such

a manner that they have nearly the same values as DW. The

filter consisting of a choking coil CH and a condenser C are pro-

vided in order to prevent any alternating voltages with a fre-

quency of 50 periods originating from the alternating net from
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having a disturbing effect on the reading of Gri. In the follow-

ing way the quantity of heat evolved in the Rein element was

kept constant.

= n

Fig. 6 a. Apparatus for optical registra-

tion of h. f. heating current.

G. == generator. RE =i Rein element.

TM = thermo-instrument. TC = thermo-
couple. Go = galvanometer.

Fig. 6 b. Apparatus for optical registra-

tion of the readings of the Diawattmeter.

DW = Diawattmeter. Gi = Galvano-
meter.

During the entire stromuhr experiment, the reading of the

Diawatt-meter is attended to by one of the assistants of the

operator, and by a continual adjustment of the tuning members

of the outlet circuit of the generator he returns the indicator

of the Diaw'att-meter to its initial position, whenever it shows

the slightest tendency to move. After some experience, it is

easy to maintain the position of the pointer practically statio-

nary, in such a manner that during the entire experiment the

galvanometer Gj will draw a horizontal straight line on the strip

of film.

Fig. 7 shows an example of such an experiment. The Rein-

element was placed at the right kidney vein of a rabbit getting

at intervals a solution of 25 % sodium sulphate intraveneously

in order to study the effect on the blood-flow in the kidneys.

Fig. 7 a shows the defleetion of the instruments without any

attempt to keep the heat dehverence in the element constant

while Fig. 7 b shows the same, when the above mentioned ad-

justment of the outlet circuit of the generator was performed.

On the strip of film, scales are drawn for the h. f. heating eur-

rent m. a. (quadratic scale), for the heat intensity W (linear

scale) and for the minute-volume in cm® calculated for the ideal

case a = 1, equation (3) (hyperbolic scale). In order to facilitate

an estimate of the accuracy with which the measurements may
be made on the curves, the scales on Fig. 7a and 7b are drawn
in their full length, vdth the zero point situated outside of the

strip of film. Between the lines marked A and B, and during
the course of about one minute, 10 cm® of the solution of sodium
sulphate are injeeted. In Fig. 7^ it is seen that the Watt deli-
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Fig- 7 a. Stromuhr measurement -witiioat

Watt correction.

Fig. 7 b. Stromubc measurement -n-itli

Watt correction.

very drops from .060 to .042 W. At the same time the mimite

volume curve shovrs an increase. This increase must be largely

fictitioxis since the wattmeter shows that the heat deliverence

has decreased considerably. The variation in the deflection of

the thermo-galvanometer is nearly of the same magmtude (sup-

posing the blood-flow to be constant) as the deflection that

would be produced by the registered variation in the heat in-

tensitv. The heating current shows in its turn an increase from

7.0—7.25 m. a. If the estimation of the blood flow curve in

this case should be based on the measurement of the heating

cxirrent, it is seen that the variation in the blood-flow would

rather be considered smaller instead of larger than measured.

Thus a considerable error should be made. In Kg. 7b the in-

jection was repeated about half an hour later. This time the

said "Watt- correction has been effected during and after the in-

jection, so that the heat intensity measured on the wattmeter

onlv varied between .059 and .061 Watt., witb the deviations

distributed uniformly above and below the .060 line. The curve

of flow shows an increase in minute-volume from 9 to 12 cm®,

a rise which we now consider to be real as the wattmeter deflec-

tion was kept constant. If the Watt correction had not been

performed we had to expect beyond the measured increase of
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3 cm®, a further (fictitious) increase of the same order of magnitudes

as the one registered in Kg. 7a. The high frequency current

shows a considerable increase, so big that the deflection has

gone out of the film. This variation consequently must be con-

sidered as an increased watt-less current in the complex resist-

ance in the vesseTs cross-section.

The experiment described shows that under certain circum-

stances considerable errors in the use of the stromuhr can appear.

One main source of errors has thus been eliminated, while the

new sources of errors introduced by the more complicated meth-

od of measurement can only cause systematic errors that may
be kept under control.

The biological results of the experiments are to be published

elsewhere,

Siiiiimar.Y.

A fundamental condition for work with Kein’s flowmeter

("die Thermo-Stromuhr”) is that the quantity of heat evolved

in an element must be maintained constant and measured. The

quantity of heat has heretofore been determined as Joule's heat

based on a measurement of the effective current and the re-

sistance in the blood vessels cross-section. The latter is done

by comparing this resistance with known ohmic resistances. In

principle this procedure is not correct, as thus the impedances

and not the effective resistances are measured. Also in practice

the method is rather unsuitable for various reasons.

The present paper relates to a method developed from an

invention made by G. Pedebsen allowing a measuring of the

high-frequency energy — based upon a control of the internal

functions of the generator — delivered by the generator to a

load which may be purely ohmic or complex, and concerning

the value of which only the order of magnitude has to be known.
A detailed description is given of a certain construction of

the measuring arrangement. It is demonstrated that the measure-

ment can now be effected more quickly and reliably than ac-

cording to the method used heretofore. An indication is given

of the possibility opened by these means for interpreting quanti-

tatively under certain circumstances the plotted stromuhr curves

in a simpler manner than heretofore.

It is further demonstrated that the method opens a new field

for stromuhr measurements, as the latter may now also be per-
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formed under conditions involving, for external or internal rea-

sons, considerable and continuous changes in the conductivity

and the effective resistance of the cross-section of the vessel,

during the performance of the experiment.
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From the Physiological Department, Karolinska Institutet, Stockholm.

Factors Influencing Benin Pressor Action.^

By

U, S. T. EULER and TORGNY SJOSTRAND.

Tigerstedt and Bergman discovered in 1898 that kidney

extracts contain an undialysable pressor substance, unstable to

heat, which they named renin. Division of the vagi in the neck

did not inhibit the action of renin in rabbits, and it was found,

further, that the effect was still present after section of the spinal

cord in the neck, but weakened after pithing. It was concluded

from these experiments that renin produced its action chiefly by

peripheral vasoconstriction though some effect on spinal centres

could not be excluded. In experiments with purified preparations

on dogs Hessel (1938) also demonstrated a peripheral action.

Page (1939) observed that renin caused a fall in blood pressure

in the cat after decerebration, whereas the pressor response reap-

peared after pithing, the latter result indicating a peripheral action.

From his experiments on rabbits in chronic renal h}’pertension,

however, Dock (1940) was led to believe that the hypertensive

factor probably exerts some influence on the vasomotor centre.

It does not seem definitely established that all investigators

have been dealing with the same active principle in their "renin”

preparations, especially in view of the conflicting statements

with regard to some of the peripheral effects, e. g. on isolated

organs ,(cf. Hessel and Braun-Menendez and co-workers 1940).

Recent investigations have shown, moreover, that kidney extracts

of renin-type may form a secondary pressor substance of different

character, now known as hypertensin or angiotonin (Braun-
Menendez et al. 1939, 1940, Page and Helmer, 1940).

^ Received 28 April 1941.
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The present paper describes some experiments which have been
carried ont in order to study the mechanism of renin action with
special reference to neurogenic factors.

Jletliotls.

Renin was prepared in the following way. Pig kidney cortex,was
finely ground, extracted twice with 2 volumes of acetone and dried.

After grinding the dry powder was extracted twice with 5 volumes
of 2 % NaCl. The centrifuged solution was concentrated in vacuo
and treated with acetic acid and sodium acetate, rmtil no more preci-

pitate was obtained. The clear filtrate was dialysed against running
water in cellophane bags and concentrated so that 1 ml of the solution

corresponded to 2— g of the dry powder. 0.25—1 ml of the renin

solution produced a suitable rise in blood pressure in the cat or the
rabbit for test purposes. The purity of the extract was controlled by
boiling, which abolished the effect.

The experiments were performed on cats and rabbits, either decere-

brated under ether anaesthesia or anesthetized with chloralose, O.ot g
per kg of body-weight (cats), or urethane 1.75 g per kg (rabbits).

Tachj’phylaxis was encountered in some cases, as already observed

by Tigerstedt and Bergman and confirmed by subsequent investiga-

tors, but seldom to any significant extent unless frequent injections

with large doses were made.

Results.

L Cats.

a) Effect of dccerchration at different levels on the renin effect.

In all the experiments a test injection of 0.25—1 ml renin was

made before the operative procedures and produced the usual

slow’ rise and lasting effect on the blood pressure. After decere-

bration the effect was changed in different directions, depending

on the level of decerebration. If the decerebration was performed

so as leave the quadrigeminal corpora uninjured, the full renin

effect was obtained with both chloralose and ether anaesthesia

(7 cases) (Fig. 1). In several cases there was even a moderate

increase in the pressor response. When the decerebration was made

further caudally, a definite diminution of the effect could be ob-

served. Thus, if the cut was made between the anterior and poste-

rior quadrigeminal corpora, the effect was much reduced (Fig. 1 B),

If the posterior quadrigeminal corpora were also removed, a further

reduction in the response occurred, and in most cases also a fall
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Fig. 1. Blood pressure, cat, chloralosc, decerebrated in front of the anterior

quadrigeminal bodies. A—D, 0.5 ml renin intravenously. Between A and B
ablation of the anterior quadrigeminal bodies. Between B and G ablation of

the posterior quadrigeminal bodies. Between 0 and D further removal of

6—8 mm of the brain stem. In D artificial respiration.

in blood pressure and disturbances in tbe respiration and circula-

tion (Fig. 1 C). The respiratory movements mostly changed to

the apneustic type, and slow blood pressure waves occtirred. The

results reported by Page (1939) with regard to the effect of

decerebration on the renin effect might therefore correspond to

the reactions described here.

When a section was made directly at the upper margin of the

pyramides or just behind the posterior quadrigeminal bodies,

without previous sections at higher levels, the renin pressor effect

was also greatly diminished, but still present. The blood pressure

was maintained at a good level (90 mm Hg) after these operative

procedures.

If the section was extended further caudally in the region

of the medullar vasomotor and respiratory centres^ however, the

effect of the renin test dose was abolished (Fig. 1-D), even

though there was no change in general blood pressure.

b) Renin effect on the spinal cat.

The effect of central injuries could also be demonstrated

by tying off the afferent cerebral vessels (carotids and vertebral

arteries) or by using a McDowall vertebral artery clamp for

occlusion of the latter. After the initial rise in blood pressure

a lasting fall followed, and renin injections were now much less

effective even after restoring of the vertebral circulation.
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Page (1939) has reported that, even though decerebration

abolished the pressor effect of renin, the effect reappeared
on pithing the spinal animal. We divided the spinal cord in

the neck in 15 cases and __ ...

tested the renin effect. In • A
all instances the effect of

the test dose was greatly

reduced and only with big
'

doses could a small effect

on the blood pressure be

elicited.

In order to anal5’se
' ' ’

further the inhibiting 2. Blood pressure, oat, chloralose. A—

0

action of cord section 0-5 nil renin intravenously. Between A and B
,

section of the spinal cord at D,—^D.. Between
on the renin effect, we B and C section at do-d,.

sectioned the spinal cord

from below at various levels. When the cord was transsected at

the level of Dj— the pressor action was considerably reduced,

but there was still a definite effect (Fig. 2). A further section at

Dj— did not appreciably alter this result. ^\Tien, now, a sec-

tion was made at about Cg—C, the pressor effect of the test dose

was much reduced, indicating a disturbance in the conditions

essential for the development of the pressor effect.

c) Action oj ergotoxine and novocaine on the renin pressor effect.

Different results have been reported with respect to the action

of ergotamine on the renin effect. Hessel (1938) found no in-

hibition of the pressor response after ergotamine, and Helmer
and Page (1939) arrived at similar results. Williams, on the other

hand, found that ergotamine counteracted the effect of renin

in rat experiments.

In experiments on cats and rabbits we have found that doses

of ergotoxine sufficient to inhibit the adrenaline pressor effect

also effectively reduced the renin response. Thus after about

2—1 mg ergotoxine per kg intravenously the effect was greatly

reduced.

Similar discrepancies occur in the literature as regards the in-

fluence of cocaine on the pressor response of renin. Hessel (1938)

and Page (1939) found no potentiating effect of cocaine, but

Braen-Menendez and co-workers have observed an increase

in renin response.
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After administration of novocaine, either intralumbally or

intramuscularly in doses of 0.5—1 ml of a 10 % solution we have

observed an increase in the renin pressor response. When novo-

caine was injected subdurally into the spinal canal in the lumbar

region, causing a, moderate lowering of the blood pressure, the

renin response was more than doubled.

In order to test the possible interference of changes in blood

pressure and general changes in reactivity of the vessels, we have

used adrenaline and tyramine as control substances. Intralumbar

administration. of novocaine increased the effect of all substances

and also that of hypertensin. This effect remained in some

cases even after section of the cervical cord.

Further experiments showed, however, that the potentiating

effect of novocaine was in all probability partly due to the in-

activation of the pressoregulating system of the carotid sinus

and aorta, as shown by the negative carotid occlusion test,

and partly to an increased response owing to the altered

vascular state. No evidence for a true potentiation, such as

for adrenaline, has been obtained.

d) Relation of renin effect to the level of the systemic blood pressure

and blood pressure regulators.

Though test injections of adrenaline and tyramine showed that

the response was good even in the spinal cat with a blood pressure

of around 40 mm of pressure it seemed desirable to try whether

the renin effect was to any considerable degree dependant on the

blood pressure.

Lowering of the blood pressure was effected by bleeding the

animals or opening the abdomen and manipulating the bowels.

Test doses of renin were injected at levels varying from about 100

down to 30 mm Hg. Generally the effect was unaffected or even

slightly enhanced down to 40—50 mm, but below this pressure

a certain reduction in the response usually took place, though the

effect in all cases was definite. In the experiments reported above

we observed, however, that, even in those cases where the blood

pressure was higher than 50 mm, low section of the brain stem
or decapitation was invariably accompanied by a large reduc-

tion of the pressor response or its total disappearance, respectively.

The blood pressure, therefore, does not alone serve as an in-

dicator for the vascular state and the circulatory conditions

necessary for the renin pressor response.
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Fig. 3. Blood pressure, cat, cldoralose. A, C, F, 0.25 ml renin, B, P, E, 5 ml
hypertensin intrnvcnou.sly. Between B and C denerration of sinus and vago-

depressors. Between D and E, section of the spinal cord at Cj.

Section of the sinus nerves and both vagodepressors increased

the renin pressor response (Fig, 3). This is in accordance with

the general moderating effect of the pressoregulators, especially

pointed out by Cuypkrs (1935) in a publication from Heymans’
laboratory,

e) Relations between the renin and hypertensin effects on the blood

pressure.

When renin is incubated with blood plasma or serum or blood

globulins a pressor substance is formed. This alcohol soluble and

dialysable substance has been called hypertensin (Bbacn-Menen-

DEZ and co-workers, 1939, 1940) or angiotonin (Page andHELMER,

1940) and differs from renin in its quicker and less lasting effect

on the blood pressure and also in other respects.

We have confirmed the formation of a substance of this kind,

and also found that the substance can be prepared by adding

renin to blood serum or blood globulins and leaving the mixture

for dialysis at room temperature through cellophane. The outer

18

—

ilPi75. Acta phys. Scandinav. Vol. 2.
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fluid is collected after 12 hours’ dialysis and concentrated to about

1/5 of the serum volume. A few ml of this dialysate produces a rise

in blood pressure on intravenous

injection in the cat, obviously

of the same kind as hypertensin

or angiotonin. Boiling does not

destroy the activity of this sub-

stance (Fig. 4).

The activity of hypertensin

was generally less reduced than

that of renin in the spinal animal,

especially when the blood pressure

was low (fig. 3).

IL Rabbits.

Essentially the same results were obtained on rabbits as on

cats. Decerebration did not prevent the action of our renin pre-

paration, but after section of the spinal cord in the neck or the

clamping of the vertebral arteries, the action of renin was insigni-

ficant or absent unless much bigger doses were used. Even after

intravenous infusion of adrenaline which raised the general blood

pressure in the spinal animal no definite action was obtained

with the previously active doseSi though adrenaline caused a

prompt and strong effect on the blood pressure, as was expected.

Discussion.

The experiments reported in this paper have demonstrated that

the pressor effect of renin may be greatly diminished as a result

of central injuries.

The renin preparations of Tigerstedt and Bergman, and

Hessel, both exhibit peripheral actions. On the other ^and,

Hessel states that his substance constricts the vessels of the

hind legs of the frog and the isolated rabbit’s ear, which is in

disaccord with the results of Braun-Menendez and his co-wor-

kers and Page, who did not find this action, unless serum or blood

globulines had been added to the renin solution. Further experi-

ments will be necessary to reconcile these different statements.

The importance of repeated testings of the effect of heat treatment
and the effect of redialysis suggests itself, however. It has been

Fig. 4. Blood pressure, cat, chloral-

ose. a, ^/,(| of concentrated dialysate

from 100 ml bovine serum and 3 ml
inactivated renin, b, same, prepared
with renin, c, same preparation as b,

but boiled for 2 minutes.
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clsimcd tliat ronin. produces its action on the hlood pressure

by the iormation and intermediary action of a heat-stable dialys-

able substance (hypertensin, angiotonin). We have confirmed
the statements as to the formation of such a substance under
conditions involving as little disturbance as possible in the physico-

chemical sptera of renin and blood serum (incubation at room
temperature and dialysis). The formation of such a substance in

vivo is likely to occur. IWiether this substance is solely responsible

for the pressor effect of renin in vivo remains to be shown. The
results of Friedsian, Selzer and Sampson (1941) seem to indicate

that hypertensin or renin cannot explain the whole effect of ische-

mic kidney venous blood.

The fact that our renin preparations were much less active after

decapitation whereas hypertensin preparations maintain a good

deal of their action need not invalidate the assumption that

hypertensin is the mediating substance for the pressor effect,

since the formation of hypertensin in the former case might

have been less effective.

As to the mechanism for the pressor effect it has been repeatedly

assumed that the pressor response is in some way related to

sympathomimetic activity. Williams (1938) suggests that the

effect may be due to a gradual liberation of an adrenaline-like

substance. Another indication, admittedly of an indirect nature,

is the finding of Bratjn-Menendez and co-workers that ephedrin

reinforces the action of renin, an action which is also known to

occur for adrenaline (SchaujiLANN, 1928, Burn and Tainter, 1931,

Morton and Tainter, 1940). The former authors state that F.

933 does not prevent the renin effect, nor is this the case for

mediated sympathetic actions of adrenergic type.

Heinsen and Wolf (1935) demonstrated the presence of tyra-

mine in the blood of hypertensive dogs and Govaerts and Dicker

(1935) found a certain resemblance between the pressor effect

of hypertensive serum and tyramine. Becently Morton and

Tainter (1940) extended earlier work on the relative potency

of sympathomimetic drugs and confirmed the potentiating effect

of tyramine on the adrenaline vasoconstrictor effect (Burn and

Tainter, 1931). The mechanism for this action is believed to

be a blocking of the normal local destruction of adrenaline by tyra-

mine, and also by ephedrine. This finding is of considerable interest

in view of the recent experiments by Holtz and Heise (1939)

and by Bing (1941). Williams and Grossman (1938) have reported
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the recovery of an adrenaline-like substance from the kidney.

A rise in blood pressure, together with unhampered peripheral

circulation which is characteristic of renal hypertension, is also

brought about by a sympathomimetic drug, a-N-dimetyl-p-

hydroxifenyl-ethylamin (Kapp, Friedland and Landis, 1941),

Experiments by Heymans et al. (1937) and Bouckaert et ah,

1936) suggest that the arterial hypertension induced by renal

ischemia “may be due to a humoral factor which increases the

excitability of the peripheral blood vessels to constrictor stimula-

tions, mainly to the neurogenic vasoconstrictor influences; the

same humoral factor inducing, on the other hand, a direct peri-

pheral vasoconstriction and a disturbance in the physiologic me-

chanisms of the pressoreceptive reflex regulation of blood pressure”.

The results reported in this paper may be explained in accordance

with the opinion of these authors, but further experiments will

have to show whether the diminished action after central injuries

is due to reduced reactivity of the vessels or whether the forma-

tion of the vasoconstrictor agent is interfered with as a result of

the accompanying circulatory changes, or both.

Summary.

1. The pressor effect of renin is unaffected or slightly increased

after anterior decerebration in the cat,

2. Decerebration at a level just in front of or behind the posterior

quadrigeminal corpora reduces the effect of renin.

3. Sections in the lower part of the medulla oblongata greatly

reduces the renin effect, as does section of the cervical spinal cord,

probably as a result of circulatory and vascular changes.

4. If renin is added to blood serum or blood globulines the

pressor substance formed (hypertensin, angiotonin) can be re-

covered by dialysis.

This work has been aided by a grant from the Foundation
“Therese and Johan Anderssons Minne”.



RENIN PRESSOR ACTION. 273

References.

Bing, R. J., Amer. J. Physiol. 1941, 132, 497.

Bouckaert, j. j., L. Elagt and C. Heymans, J. Physiol. 1936, 89, 3 P.
Bb.\un-]Menendez, E., j. C. Fasciolo, L. F. Leloir and J. M. Munoz,

Rev. Soc. Argent. Biol. 1939, 15, 420.

Bbaun-jMenenbez, E., j. C. Fasciolo, L. F. Leloir and J. M. Munoz,
J. Physiol. 1940, 98, 283.

Burn, J. H. and M. L. Tainter, Ibidem. 1931, 71, 169.

CoYPERS, H., Arch. int. Pharmacodyn. 1935, 50, 226.

Dock, W., Amer. J. Physiol. 1940, 130, 1.

Freeman, N. E. and I. H. Page, Heart. 1937, M, 405.

Friedman, M., A. Selzer and J. J. Sampson, Amer. J. Physiol. 1941,

131, 799.

Govaerts, P. and M. E. Dicker, Bull. Acad. Med. Belg. l936, 141.

Heinsek, H. a. and H. J. Wolf, Arch. exp. Path. Pharmak. 1930,

150, 173.

Helmer, 0. M. and I. H. Page, J. Biol. chem. 1939, 127, 757.

Hessel, G., Klin, Wschr. 1938, 17, 843.

Heymans, C., J. J. Bouckaert, F. Bayless, L. Elaut and A. Samaan,
C. R. Soc. Biol. Paris 1937, 126, 434.

Holtz, P. and R. Heise, Arch. exp. Path. Pharmak. 1939, 191,S7.

Kapp, F., C. K. Fbiedland and B, M, Landis, Amer. J, Physiol. 1941,

131, 710.

SIorton, M, C. and M. L. Tainter, J. Physiol. 1940, 98, 263.

Page, I. H., J. exp. Med. 1939, 70, 521.

Page, I. H. and 0. M. Helmer, Ibidem. 1940, 71, 29.

ScHAUMANN, 0., Arch. exp. Path. Pharmak. 1928, 138, 208.

Tigerstedt, R. and P. G. Bergjian, Skand. Arch. Physiol. 1898, 8,

223.

Williams, J. R., Amer. J. Physiol. 1938, 124, 83.

WiLLUMS, J. R, and E. B. Grossman, Ibidem. 1938, 123, 364.



Aus der Physiologischen Abteilung, Karolinska Institutet, Stockholm.

Vasokonstriktorisclie Wirkungen Yon Kieren-

extrakten und ikre Beziehnngen

zu Benin nnd Vasotonin.^

Von

U, S. T. EULER nnd TORGNY SJOSTRAND.

Durcli die Entdeckung von. Tigerstedt nnd Bergman (1898),

dass Extrakt frischer Nierenrinde eine blutdrucksteigernde Wir-

kung entfaltet, mirde erstmalig eine sickere Beziekiing zwiscken

Nieren nnd Hockdruck dargestellt, die sckon langst vermutet

•war. Die -wirksame Substanz wxirde von den Entdeckern Benin

genannt nnd dieses beziiglick einer Eeike seiner wicktigeren Eigen-

sckaften ckarakterisiert. Es stekt somit fest, dass Renin ein

nicktdialysabler, tkermolabiler Korper ist, was ikn gegen anderen

bekannten blutdrucksteigernden oder vasokonstriktoriscken Stof-

fen abgrenzt.

Wir kaben in der vorliegenden Untersnckung die nakeren

Beziekungen zwiscken Renin nnd der seit langem bekannten vaso-

konstriktoriscken Snbstanz ans Sernm mit Hinblick anf ikre Ge-

fass-wirknngen anfgenommen. Nenere Ergebnisse kinsicktlick der

Natnr nnd Wir^ngsweise des Renins (Kohlstabdt, Helmer nnd
Page, 1938, Bra'un-SIenendez et al. (1939, 1940), Page nnd
Helmer, 1940) kaben es besonders wiinsckenswert gemackt, die

versckiedenen in Nierenextrakten nnd Sernm vasokonstriktorisck

wirksamen Stoffe beziiglick ikrer Wirknngen genan zn ckarakteri-

sieren. Die Eeststellnng der obigen Antoren, dass Renin anf die

Globnlinfraktion des Blntes derart ein-wirkt, dass ein nener blnt-

drncksteigernder, tkermostabiler nnd dialysabler Stoff en'tstekt,

sckeint von grosser Bedentnng zn sein. Dieser Stoff "wnTde Hy-

^ Eingegangen am 28. April 1941.
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pertensin bzw. Angiotonin genannt. Es konnen also die folgenden
vasokonstriktorisch virksanien Stoffe aus Nieren und Blut von
einander getrennt vrerden.

Renin Thermolabil

Vasotonin Thcrmostabil

Hy^ertensin

Angiotonin

Nichtdialysabel

»

Dialysabel

Mere
Serum

jAus Renin -j- Blut-

[
globuline

Der )>Aktivator<( von Page und Mitarbeiter scheint der Globulin-

fraktion von Braun-Menendez et al. zu entsprecben. Bei dem
von Page angcfuhrten Verfahren zur Herstellung des )>Aktivators<(

vrird, vric im folgenden gezeigt \vird, das im Serum normal auftre-

tende Vasotonin venigstens teihveise ausgefiillt. Da aber die

fiir die Hypertensinherstellung erforderlichc Eiweissfraktion auck

aus Plasma, das kein Vasotonin entbalt, bergestellt werden kann
(Braun-JIenendez et al.), geht bieraus bervor, dass das Vasoto-

nin keine notwendige Voraussetzung fiir die »Aktivator((-Wir-

kung ist.

Ittetliodlsches.

Zur Herstellung des Benins vnirde die Binde friscber Scbweiue-

nieren zennahicn und mit 2 Volumina Azeton zweimal extrabiert.

Rach Trocknen und Pulverisieren wurde nacbber die Merensubstanz
mit 5 Gcwicbtsmengen 2 % NaCl zweimal extrahiert, das Extrakt

zentrifugiert und mit Azetat-Essigsaure gefallt. Das Eiltrat wurde in

vacuo eingeengt tmd 2 Tage lang gegen fbessendes Wasser in Zellopban-

schlauchen dialysiert. Das so erhaltene Beninpraparat war praktiscb

farb- und gescbmacklos und reagierte neutral. 0.5

—

1 ml, etwa 0.5

— g Trockenpulver entsprecbend, zeigte auf die Katze in Cbloralosenax-

kose eine gute blutdrucksteigernde Wirkung, die nach kurzer Erbitzung

auf 100° C. aufgehoben war.

Diejenige Blutserumfraktion, die von Helmeb und Page als Aktiva-

tor bekannt wird, wurde nacb den Angaben dieser Autoren bergestellt.

Dieses Extrakt zeigte in unseren Versucben regelmassig eine vaso-

konstriktoriscbe Wirkung an isolierten Organen, war aber selbst in

grossen Dosen bei intravenoser Injektion obne Wirkung auf den Blut-

druck des Ganztieres. Wir haben diese Extrakte als Vasotoninpraparate

benutzt, da ibre Wirkimg mit der typiscben Vasotoninwirkung des Se-

rums ubereinstimmte.
In einigen Versucben baben wir Hypertensin nacb den Angaben von

BrAtjn-Menendez et al. bereitet und haben die Wirkungen des so

enstandenen Stoffes bestatigen koimen (Euler tmd Sjosxrand, 1941).

Das Angiotonin von Page und Helmer, diirfte, allem .^scbein nacb,

mit dem Hypertensin von Braun-Menendez et al. identiscb sein.



276 U. S. V. EULER UND TORQNY SJOSTRAKD.

Zur Priifung der Blutdruckswirkungen haben wir Kaninchen (Ure-

than 1.75 g kg), Katzen (Chloralose 0.07 g kg) und Hunde (Chloralose

0.1 g kg) benutzt. Zwecks Prufung der Gefasswirkung an verschiedenen

Organen und Gefassbezirken warden diese mit defibriniertem Einder-

blut mittels einer Perfusionspumpe gespeist. Wegen der starken vaso-

konsfcriktoriscben Wirkung frisch defibrinierten Blutes konnte unver-

diinntes Blut nur ausnahmeweise verwendet werden; meistens wurde
Blut mit gleicben Teilen Ringerlosung verdiinnt benutzt, und ausserdem

oft durch Rindernieren vorzirkuliert, um den Gebalt an Vasotoninen

zu verringern. Das so passierte Blut zeigte eine nur unbedeutende

gefasskontrahierende AVirkung.

Ergebnisse.

I. Einwirkung von Nierenextrakt (Renin) an verschiedenen
Gerassgebieten.

a) Ganztier.

Die von uns verwendeten Reninpraparate wirkten blutdruck-

steigernd bei intravenoser Zufulir an Katzen, Hunden und Kanin-

chen. Die Blutdrucksteigerung entwickelte sick in den meisten

Fallen im Laufe einiger Dlinuten zu voller Hobe und dauerte etwa

8—15 blinuten. Bisweilen trat die AVirkung recbt scbnell ein

und dauerte dann in der Regel kurzere Zeit. Das sclion von

Tigerstedt und Bergman beobacbtetc A^erbalten, dass nach-

folgende Dosen bisweilen weniger aktiv waren (Tachyphylaxie),

konnte bestatigt werden, jedocb trat diese AA^irkung gewobnbcb

erst nacb mehreren, bald auf einander folgenden und nicht zu

kleinen Dosen ein.

Die AVirkung bestand in einer reinen Drucksteigerung. Als

Kriterium der reinen Reninwirkung haben wir die Einwirkung

durch Erhitzung auf 100° wahrend 2 Jlinuten benutzt. Selbst

die 10-fache Mengc einer gut wirksamen Dosis iibte dani^keine

Blutdruckswirkung irgendwelcher Art aus.

b) Hinterhorper.

Bei diesen Versuchen haben wir Katzen und Kaninchen benutzt,

denen Kaniilen in die Bauchaorta und in die Vena cava einge-

bunden waren. Die Renininjektionen geschahen an der arteriellen

Seite kurz vor der Kaniile. Die Durchblutung war bei dem ver-

wendeten Druck, 100—150 mm Hg, befriedigend, besonders wenn
inaktiviertes Blut, mit Ringerlosung verdiinnt, zur Anwendung
kam.
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Fig. 1. A. Blutdruck, Kaninchen, Urethan, 1 ml Renin. B. 3 ml Vasotonin.
G. Berfusionsdruck, Hinterkorper, Kaninchen. Perfusionsflussigkeit ^chweine-

blut — Ringer 1 -r 1- 1 ml Renin, 3 ml Vasotonin.

SowoW an Katzen vie Kaninclien trat mit Reninpraparaten

xegelmassig eine Vasokonstriktion ein, deren Dauer und Grosse

jedocli von den Durchblutungsbedingungen

veitgebend abhangig var (Fig. 1 und 6),

Die Wirkung trat sovobl mit Rinder- als

aucb Scbveineblut als Perfusionsfliissigkeit

zu Tage, und aucb mit Ringerlosung, be-

sonders bei klemem Durcbstromungsvolu- terkorper mit Ringer-

men (Fie. 2).
perfundiert. a

' ® ' nnd c 3 ml. Eemn,
h. 3 ml Renin 3 Mi-

c) Lunge. nuten gekocht.

Bei Perfusion der Kanincbenlunge konnte

ebenfalls eine vasokonstriktoriscbe Wirkung seitens Renin nacb-

geviesen werden, die nacb Erbitzung des Reruns verscbvand

(Fig. 3).

Fig. 3 A. 3 B.

Fig. 3. A. Kanincbenlunge mit Schweineblut-Ringer 1 -}- 3 perfundiert. a. 2 ml

Renin 3 Slinuten gekocht, b. 1 ml Vasotonin, c. 2 ml Renin. B. Kanincbenlunge

mit inaktiviertem Schweineblut-Ringer 1 -r ^ perfundiert. a. 0.5 ml Renin,

b. 0.5 ml Vasotonin.
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d) Niere.

An der Schweinenierc wurde cine vasokonstriktorische Wirkuiig

von Eeninpraparaten ausgelost. Auffallcnderwcisc stcllte es sick

aber heraus, dass diese Wirkung zum
grossten Toil auch nach Erhitzungdes

||
Extralctes waiter bestand (Fig, 4), Es

J
diirfte hicraus folgen, dass die beobach-

tctc Wirkung in diesem Falle nicbt auf

das Eenin sclbst zuruckzufiiliTen ist,

t
n

t
i

Fig. 4. Schwcincniere mit
Schweineblut-Ringcr 1 1 jicr-

fundiert, a. 3 ml Renin 2 Mi-

nuten gckocht, b. 3 ml Renin.

sondern auf cine andere im Extrakt

enthaltene Substanz, die an anderen

Organen in den verwendeten Mengen

ohne wescntlicbe Wirkung ist. Bis-

wcilcn konntc sogar eine nicht un-

erhebliclie Verstarkung der Wirkung

nach Erhitzen der Ecninextrakte be-

obachtet werden.

c) Kaninchenohr.

Am Kaninchenolir konnte in keinem

Falle cine vasokonstriktorische Wir-

kung durch Eenin beobachtet wer-

den, unabhiingig davon, ob das Ohr

mit Blut Oder Eingerlosung perfun-

diert wurde (Fig. 5). Die fehlende

Wirkung diirfte darauf zuriickzuluh-

ren sein, dass das fiir die Eeninwirkung notwendige Komple-

ment in ungeniigenden Mengen vorhanden ist.

Fig. 5. Kaninchenohr mit
Ringerlosung (A) und in-

aktiviertem Schwcineblut-

Ringer 1 -I- 1 perfundiert.

I 0.5 ml Vasotonin, 1 0.5

ml Renin. f

11. Einwirkung von Vasotoninpraparaton auf verscliiedene

GefUssbezirko.

Die Wirkungen des »Aktivator((-praparates, nach Heljier und

Page hergestellt, stimmten weitgehend mit denjenigen des sog.

Vasotonins tiberein und es schien uns berechtigt, diese Praparate

als Vasotonin-praparate zu benutzen. Dieses in defibriniertem

Blut und Serum von O’Connor (1912) nachgewiesene Prinzip ist

noch recht wenig bekannt. Es ist nichtdialysabel und thermostabil

imd wahrscheinlich von Proteinnatur. Heymans, Bouckaert
und Moraes zeigten im Jahre 1932, dass die Vasotoninwirkung
durch Ergotamin aufgehoben werden konnte. Es ist ferner be-
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kannt, dass die -wirksame Substanz bei Durcbstromung durcb die

Lungen inaktmert wird, vras bei Porfusionsversucben an isolierten

Organen weitgeliend zur Entfernung des mancbmal lastigen vaso-

konstriktoriscben Effektes benutzt vrixd. Das Vasotonin diiifte

a\icb mit dem Spatgift von Freund in enger Beziebung steben.

Ferner soli erwabnfc verden, dass Bornstein die Beobacbtung
gemacbt bat, dass defibriniertes Hundeblut seinen vasokonstrik-

totiscben Effekt beim 24-stundigen Steben im Eisscbrank bei
5° verliert.

Der Vasotoninwirkung friscb defibrinierten Blutes vmrde in

unseren Versucben, "vne scbon erwahnt, teilweise daduicb entgegen-

virkt, dass das Blut mit Ringerlosung im Verbaltnis 1 : 1 verdiinnt

vnirde. In melen Versucben wurde das mit Ringer verdiinnte

Blut durcb Bindernieren perfundiert, was eine Inaktivierung des

Vasotonins berbeifiibrte. Dies war bei der Priifung der Vaso-

tonineffekte auf verscbiedene Gefiissgebiete von wesentlicber

Bedeutung.

. Vasotoninwirlcungen am Ganztier.

In keinem Fall ist es uns gelungen, eine blutdrucksteigernde

Wirkung des Vasotonins am Ganztier nacbzuweisen, obscbon die

Extrakte am isolierten Gefassgebiete stark vasokonstriktorisch

wirksam waren (Fig. 1). Wir sehen bierin aucb einen Beleg dafux,

dass die an iibrigen Gefassgebieten beobacbteten Wirkungen nicbt

etwa durcb Beiraengung anderer gefasswirksamer Stoffe verur-

sacbt sind. Wurden jedoch grdssere Mengen intraarteriell in-

fundiert, trat eine Blutdxucksteigerung ein. Der Unterscbied

zwiscben der Wirkung am Ganztier bei intravenoser und intra-

arterieller Darreicbung durfte auf der bekannten Inaktivierung

des Vasotonins in den Lungen bezogen werden.

. Hinterhorfer.

Am perfundierten Hinterkorper der Katze und des Kanincbens

konnte bei Vasotoninzusats eine deutlicbe Vasokonstriktion beob-

acbtet werden (Fig. 1). Nacb Zusats von Ergotamin (2.1 mg auf

200 ml Blut) war die Wirkung von Vasotonin wie diejenige von

Renin vollstandig aufgeboben (Fig. 6).

c. Lunge.

Aucb an der Lunge war die Wirkung gut nacbweisbar, sowobl

bei Perfusion mit Blut-Ringer als mit Ringerlosung allein (Fig. 3).
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Fig. 6. Katzcnhinterkorpcr mit Schwcincblut-Ringcr 1 1 perfundiert. A. 3 ml
Renin, B. 3 ml Vasotonin, C 5 « g Adrenalin. Zwischon C und D 2.1 mg Ergota-

minaqv. zu 200 ml Perfusionsfliissigkeit zu gesetzt, D. 5 « g Adrenalin, 3 ml Renin.,

E. 3 ml Vasotonin.

d. Niere.

An der Niere war die Wirkung von Vasotoninpriiparaten oder

defibrinierteni Blut immer sehr ausgesprochen und es stellte sick

die Frage auf, ob diese Wirkung wenigstens zum Teil etwa durch

Aktivierung des Kenins zustande kam. Da wir aber in keinem

Falle mit unseren Vasotoninpraparaten — auck mit bedeutend

grosseren Mengen als die zur Injektion venvendeten — in Inkuba-

tionsversucken eine )>Aktivierung<( bei Zugabe von Renin beob-

achtet haben, glauben wir hieraus sekliessen zu konnen, dass

diese Wirkung vom Vasotonin selbst kerriihrt. Wenn anderseits

Vasotoninkaltiges defibriniertes Blut llingere zeit einwirken diirfte,

liess sick eine derartige Einwirkung von Nierenrenin nickt aus-

sckliessen, da die Vasotonindrosselung der Nierengefiisse wokl eine

gewisse Isckamie kerbeifukrte. Bei der Urasckaltung des unpas-

sierten Blutes auf sekon passiertes (inaktiviertes) erreickte der

Perfusinsdruck erst nack 5—10 Minuten vdeder den Ausgangs-

wert (Fig. 7).

Wie sekon erwaknt, trat eine Inaktivierung des Vasotonins in

der Niere ein. Diese Inaktivierung gesekak zicmlick scknell

und war oft sekr augenfallig. Abbildung 7 zeigt die Wirkung einer

Einsckaltung von nicktpassiertem Blut, die eine sekr ausgespro-

ckene Wirkung entfaltete.

Die Inaktivierung der Vasotonine durck die Niere ging auck in

Gegenwart von m/1,000 KCN in derselben Weise vor sick, was
darauf kinweisen konnte, dass die Inaktivierung etwa durck

Filtration zustande kommen kann.
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Wir liaben uns davon uberzeugt, dass dutch Heparin unge-

rinnbar gemachtes Blut keinen ahnlichen vasokonstriktorischen

Effekt ausubfc.

>3

XT
I r r I r I r « t r « r « t I t-| rt « t t I I I I • «

'i I 1-*

Fig. 7. Rindcmicre, mit innktiviertcm Sclnvcineblut-Ringcr 1 + 1 perfundiert.

Bci
j
unpassicrtes Blut cingcschaltct, bci inaktiviertes Blut.

IIL Beziehungen zwiechen. Nierenextraktwirkungen und
Vasotonin.

Da die Reninpraparate ihre blutdrucksteigernde Wirkung am
Gesamttier dutch Erhitzen auf 100° verloren, kann das auf die

Niere nach Kochen tvirksame Prinzip definitionsgemass nicht Renin

sein, sondern muss entwoder bci der Erhitzung aus Renin ent-

stehen oder komrat in den Reninpraparaten schon von vornherein

vor odor trifit auch beides zu. Unsete Annahme, dass diese Wir-

kung von einer vasotoninahnlichen Substanz hervorgerufen wurde,

erhielt dutch -weitere Versuche eine Stiitze.

Nach Page (1910) kann Renin den isolierfcen Kaninchendarm

unter Umstanden erregen. Wir haben diese Beobachtung besta-

tigen konnen und des -weiteren festgestellt, dass diese Wirkung,

wenn sie vorliegt, dutch Kochen nicht verloren ging. Sie ist also

nach unserer Meinung nicht als eine Reninwirkung zu charakteri-

sieren. Priifung unserer Vasotoninextrakte ergab nun, dass auch

diese darmerregend tvirkten (Fig. 8) und zwar in annahernd der

gleichen Proportion vrie die vasokonstriktorischen Effekte von

gekochtem Renin und Vasotonin am durchstromten Nieren-

praparat. Wir sehen hierin ein wichtiges Indizium fur die nahe

Verwandtschaft der kochbestandigen »Renin<(-W’’irkung und der-

jenigen des Vasotonins. Das Vasotonin zeigte sich bei den unter-

suchten pH-Bereich 4—10 ebenso kochbestandig wie die darm-

aktive Substanz der Reninpraparate.
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Aus diesen Beobachtungen folgt,

dass Beninpriiparatc — in unseren

Versuchen wie in denjenigen von

Page — eine von Renin verschie-

dene Substanz enthalten konnen,

die sowohl darmerregend vie aucb

gefassverengernd "wirkt, besonders

an der Niere, was fiir die Analyse

der Wirkung von Reninpraparaten

offenbar von Belang ist. Es soil

indes bervorgehoben werden, dass

auch das Reaktionsprodukt des

Renins, das Hypertensin, darmer-

regend wirkt und kocbbestandig ist. Unsere dialysierten Renin-

extrakte diirften jedoch frei von Hypertensin sein.

Bespreclmng.

Unsere Untersuchungen haben zunachst gezeigt,, dass Renin-

praparate an gewissen Gefassbezirken vasokonstriktoriscb wirken.

Ein Teil dieser Wirkung gebt bei Erbitzung verloren xind diirfte

desbalb auf das Renin selbst zuriickzufiibren sein. Besonders be-

merkenswert scbien uns die Tatsache, dass die Wirkung an der

perfundierten Niere durcb Kocben der Reninpraparate nicbt

gescbwacbt wurde, Der Resteffekt scbeint auf einen vasotonin-

abnlicben Stoff zu beruhen. Die tJbereinstimmung der Wirkungen

von Renin, gekocbtem Renin und Vasotonin am isoliertem Kanin-

cbendarm deutet eine AVirkung abnlicber Art an. AVenn die An-

nabme eines Vasotonineffektes in diesem Fall ricbtig ist, folgt,

dass diese im Vergleicb mit der Reninwirkung an der Niere sebr

ausgepragt ist. Die Dnxcbstronaungsversucbe mit friscb defibri-

niertem Blut zeigen ebenfalls eine starke Vasotoninwirkung an.

Das Vorkommen eines vasotoninabnlicben Stoffes in Renin-

praparaten ist desbalb von Wicbtigkeit, weil die AA^kung unter

Umstanden eine Reninwirkung vortauscben kann. Besonders

der Umstand, dass Vasotonin nicbt dialysabel ist, lasst eine Bei-

mengung scbwerer vermeiden. Anderseits kann durcb Kocben
der Praparate die Reninwirkung von der Vasotoninwirkung ge-

trennt werden. Es erbellt daraus die Notwendigkeit, die benutzten

Praparate durcb Hitzebebandlung zu priifen. Nacb den Anscbau-
ungen von Page und bCtarbeiter ist Renin bei Perfusionsversucben

Fig. 8. Isoliertes Kaninchendarm-
stiick. A. 1 ml Benin. B. 1 ml
Benin 1 Min. gekocht. C. 0.75 ml

Vasotonin.
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mit Ringer deslialb ohne Wirkung, veil die zur Bildung des Hy-
pertensins notvendige Globulinfraktion des Blutes nicht vorhan-

den ist. Es soli aber bemerkt verden, dass vir in mebreren Fallen
— sovobl an der Lunge vie am Hinterkorperpraparat — eine

Vasokonstriktion duxcb Renin bei Perfusion mit Ringerlosung

beobacbtet liaben, die nacli Hitzebehandlung verlorenging. Die

Erklarung konnte vielleicbt darin liegen, dass Renin aucb. mit

Globulinen der Gevebe oder mit Plasmaresten in den Gefassen

in Reaktion tritt, vas eine Hypertensinbildung ermoglichen

konnte.

Zusammenfassung.

Reninpraparate aus Schveinenieren virkten in Perfusions-

versucben am Hinterkorper, Lunge und Niere gefassverengernd.

Nacb Inaktivierung des Renins durcb Kocben bestand die Ge-

fassvirkung an der Niere sovie eine erregende Wirkung am iso-

lierten Kaninchendarm, die auf einen vasotoninabnlichen Stoff

zuriickgefuhrt vird.

Vasotonin aus defibriniertem Scbveineblut virkte an Hinter-

korper, Lunge, Niere und Kanincbenobr gefassverengernd. Im
Gegensatz zn Renin var intravenose Darreicbung unvirksam.

Vasotonin vird bei Perfusion durch Nieren inaktiviert, aucb bei

Gegenwart von m/1,000 KGN.
Es vird auf die Bedeutung der Priifung von Reninpraparaten

auf Vasotoninbeimiscbung bingewiesen.
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Post-tetanic Action Potentials in Maninialiian

Mnsclep

By

C. G. BERNHARD, U. S. v. EULER and C. R. SKOGLUND.

The single twitch after a tetanus of suitable frequency and

duration regularly shows an increase m tension (Guttman et al.,

1937, Eosenblueth and Morison, 1937, BROtVN and Euler,

1938, V, PiRQUET, 1938, and others). The action potential accom-

panying the potentiated twitch shows a decrease of varying

degree (Brown and Euler, 1938, Euler and Swank, 1940).

Similarly the action potential of the potentiated tvdtch after

intraarterial injections of potassium is decreased {Bro\vn, 1937),

and it has been suggested that the potentiation of the single twitch

after a tetanus is in some way associated with a liberation of

potassium, which is known to occur during muscular activity

(Eenn, 1938, and others).

The cause of the diminution of the action potential after a

tetanus is not clear. There is no evidence to show that the number
of activated fibres is decreased in the post-tetanic single twitch.

It would therefore appear either that the action potential of the

single fibre is diminished or that some other factor comes into

play which would manifest itself as a lowering of the total spike

height.

In the present paper some experiments are described which

have been undertaken in order to elucidate this question, by re-

cording the action potentials in small muscle units during a single

twitch after a tetanus.

* Received 28 April 1941.
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Metliods.

The csperimente 'R-ere made on four cats and two rabbits, either
decerebrated or anaesthetised with chloralose (O.07 g/kg) and urethane
{1.76 g/kg) respectively. The tibialis anticus muscle was used in all

experiments and stimulated indirectly by means of shielded silver elect-

rodes, applied to the sciatic nerve in the thigh. The stimulating shocks
were condenser discharges obtained from neon lamp stimulators and
chosen to be slightly supramaximal. The tetani were of 2—5 sec duration
with a frequency range of 40—100 per sec.

Action potentials were led off with concentric needle electrodes or
unipolarly with small glass-shielded silver or platinum electrodes, the
tip of which just emerged from the glass shield and placed in the muscle
belly. In some experiments the action potential was led off by means
of unshielded platinum pins in the belly and the tendon. The action

potentials were amplified by a condenser-coupled 2-stage amplifier

and recorded optically from a torsion band oscillograph on photo-
graphic paper. The isometric twitch tension was simultaneously re-

corded, the apparatus pre\’iousIy described (Euler and Swank, 1940)

being employed.

Results.

In those cases where the action potential was recorded from the

whole muscle by means of platinum pins in belly and tendon, a

definite lowering of the potential was recorded in the single

twitch after a tetanus, bearing out previous statements.

If, however, microelectrodes with points about 25 [i in diameter

were used, the spike height was usually unchanged or showed

slight variations in both directions. In those cases especially

where the action potential was monophasic and regular (as con-

trolled on the cathode ray oscillograph) and the movements of the

microelectrode was reduced to a minimum, the height of the action

potential was practically the same before and after the tetanus

(Fig. 1), though there was a definite increase in twitch tension.

When electrodes of a diameter up to 100 fi were used the varia-

tions were somewhat more pronounced, but still went in both

directions. Since even minute displacements of the electrodes

might cause a change in the size of the potential, we interpreted

the observed differences as being due chiefly to such mechanical

disturbances.

In the diagram (Fig. 2) the post-tetanic action potentials are

plotted as percentage values of the pre-tetanic action potential.

As will be seen, the distribution is fairly even and there is no

19
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indication of a definite change in one or the other direction.

In view of the regular distribution of the action potential magnitude

obtained from small groups of fibres, we conclude that the poten-

‘ S'SS:'

Fig. 1. Cat. Til)inlis. liidii-cct maximal stimulation. Ujijkt curve: Action po-

tentials, microelectrofle. Lower curve: Twitch tension. A. I)eforc tetanus, B.

and C. after a 2 see. tetanus, SO ])er see.

tial of the single muscle unit does not decrease with the total

potential. On the other hand, the twitch tension is consistently

increased in these cases, as illustrated in the diagram.

Fig. 2. Filled circles: Spike height of action potentials obtained with micro-
electrodes plotted as percentage values of the pre-tetanic potential (ordinate).
Empty circles: Post-tetanic twitch tension ns percentage values of pro-tetanic

contraction. Time in seconds after end of tetanus (abscissa).
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Discussion.

The absence of any change in the action potential of small

muscle units in a twitch before and after a tetanus does not

necessarily involve the assumption of a reduction in the number
of active fibres as a cause of the diminution of the gross action

potential when recorded from the whole muscle. An increase in

the temporal dispersion of the single fibre potentials would bring

about a reduction in the height of the compound spike. An altera-

tion in the total spike configuration of this kind may also be ob-

served in the potential records concerned, though it is doubtful

whether this can explain the reduction under all conditions.

Another possible explanation may be found in the general de-

polarizing effect of a tetanus, as demonstrated by Brown and

Euler, which also occurs after an intraarterial potassium injec-

tion. This would lead to a less effective summation of the single

potentials in building up the total spike, the depolarized mem-
branes acting as internal shunts. After an intraarterial injection of

potassium the depolarizing effect is accompanied by a decrease

in the total action potential (Brown). Possibly both these effects,

temporal dispersion in combination with internal shunts caused

by depolarization, contribute to the observed reduction in the

total action potential after a tetanus, when large size electrodes

are used.

Summary.

Action potentials from small fibre units in the tibialis anticus

muscle of the cat have been recorded with microelectrodes before

and after an indirect tetanizing stimulation.

The action potential thus recorded showed no decrease as ob-

served for the total potential.

The cause of the reduction in the total action potential of the

post-tetanic twitch is dicussed.
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E^ipaii and t)ic Parasynipatlietic Nerrous

System."

By

NILS EMMELIN.

The research works on such barbituric acid derivatives as have

found use as narcotics have in the first place naturally been con-

centrated upon their effects on the central nervous system. Still

in some cases effects on peripheral, efferent nerves have been

observed and then on nerves of cranially autonomic character.

Stavraky (1931) investigated in experiments on dogs the rate

of the salivary secretion on stimulating the chorda tympani

before and after administration of amytal (isoamylethylbarbituric

acid). He found that amytal diminished the salivary secretion

and that big doses totally abolished the secretion.

Lieb and JIxjltnos had two years earlier (1929) demonstrated

a similar effect of amytal. They stimulated the cervical vagus

nerve in dogs, cats and rabbits and measured the blood pressure

and the pulse rate. After an injection of amytal the effect on

stimulating the vagus was decreased. These experiments were

confirmed by Garry (1930) in experiments on cats and rabbits,

and by Shafer, Underwood and Gaynor (1930) in experiments

on dogs. Linegar, Dille and Koppanyi (1936) tested on dogs

and rabbits besides amytal also veronal (diethylbarbituric acid),

pentobarbital (ethyl (1-methylbutyl) barbituric acid) and pernoc-

ton (butyi-/?-bromaliyl barbituric acid). All these substances

decreased the fall of the blood pressure, caused by vagus stimula-

tion.

The same effect was studied after amytal, pentobarbital, ortal

(n-hexylethyl barbituric acid) and evipan (N-methylcyclohexenyl

" Received 28 April 1941.
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inetliyl barbituric acid) in monkeys, dogs and cats by Gruber,

Gruber jr. and Colosi (1938).

Gruber, Haury and Gruber jr (1938) investigated the effect

on the turtle heart of a great number of barbituric acid deriva-

tives, among them also evipan. All of them decreased or abolished

the effect of a stimulation of the cardiac vagus nerve — the differ-

ence between the substances being only quantitative.

In the experiments described below the effect of evipan on some

parasympathetically innervated organs is studied and an attempt

is made to find the site of action of evipan.

Iris.

If evipan is injected intravenously in a cat, the pupils dilate.

This effect seems to be peripheral, as a dilatation of the pupils

appears also when empan is applied locally, in the conjunctival sac.

Fig. 1 shows such an ex-

periment. The eyes of a cat

were exposed to a strong

light. The first picture

shows that the pupils are

equally wide. Some drops

of a solution of 1 per cent

evipan sodium in a saline

solution were instilled into

the left eye. The second

picture was taken an hour

later. At that time the

left pupil was not able to

contract as before, while

the right one reacted norm-

ally, which proves that the

effect was local and not

caused by absorbed evipan.

The mydriatic effect of

evipan in a 1 per cent solu-

tion can be observed 5—10

minutes after the instilla-

tion and is maximal within about half an hour. The pupil

remains dilated and reacts badly on light during about 8 hours.

After 12 hours the effect has totally disappeared.

FiR. 1.
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Tlic fact that the pupil after application of evipan remains
dilated is probably due to the fact that evipan decreases the sen-

sibility of the iris sphincter to the impulses in the reflexly stimu-

lated oculomotor nerve. This idea is supported by the following

experiments on the isolated m. sphincter pupillae.

The iris sphincter from an oxes eye was excised by the method
of Poos (1927). The muscle was suspended in a bath containing
*2 cc T}Tode’s solution, which was kept at a constant temperature

of 38° C. Oxygen gas was blown through the solution. The
sp]\inctcr was attached to an extremely delicate lever made of

a split straw, and the recording performed with the so-called

point-method, used by Poos.

With this technique the lever does not touch the smoked drum. A
bright light illuminates the lever and the shadow of the lever’s point

on the smoked drum is marked by hand from time to time with a dot.

Poos has tested some drugs affecting the autonomic nervous

system on this tissue and i. a. shown that the muscle contracts

on muscarine and relaxes on atropine.

In our experiments acetylcholine (Ac. Ch.) just as muscarine

caused a contraction in the isolated sphincter. This agrees with the

fact that the oculomotor fibres are cholinergic (Engelhart 1931).

Fig. 2 belongs to an

experiment isolated

iris sphincter. At 1 the

first part of the curve the

responds to 25 y 2

Ac. Ch. by a marked con-

traction. The Ac. Ch. is Fig. 2.

then washed out with

pure Tjurode’s solution. At 2 evipan sodium is added in such

a quantity that the concentration in the bath is 1 : 10 000.

Evipan causes, like atropine, a relaxation of the muscle, and

25 y Ac. Ch. will now only give a small effect. Not even 50 y
Ac. Ch., added at 3, cause a stronger contraction. The muscle

is now washed five times with pure Tyrode’s solution and after

this 25 y Ac. Ch. will again cause a marked contraction.

In one experiment the mydriatic effect of evipan was tested in

man. 1 per cent evipan sodium in a saline solution, instilled in

the conjunctival sac, caused a strong transient pain. (Cats and

rabbits do not seem irritated by evipan applied locally in the eye.)

Four drops of evipan solution were applicated in one eye. After
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five minutes a dilatation of tte pupil could be observed, and 15

minutes after the instillation the difference in size between the

two pupils was very evident. During the whole time the reaction

on light of the poisoned pupil was quite perceivable but markedly

diminished. The effect persisted during about 3 hours.

The opinion that evipan affects the parasympathetic apparatus

is supported by the fact that the accommodation power was

somewhat diminished. The near point measured with Jaeger’s

letter-chart, was normally 12.5 cm. Half an hour after the in-

stillation of evipan it was 16 cm, which corresponds to a reduction

of the accommodation power with nearly two diopters.

It can hardly be expected that
.
evipan in this experiment may

interfere seriously with the accommodation power since the drug is

applied in such a small amount that the resulting concentration in

the deeper situated ciliar muscle cannot be but weak. In an experi-

ment where only two drops of evipan solution were applied in the

eye no effect whatever was seen on the pupil.

The Salivary Secretion.

The experiments were performed on cats under chloralose,

A glass cannula was inserted in one submaxillary duct. The amount

of the outflowing saliva was registered by an electric drop recorder.

The lingual nerve of the same side was cut proximally to the

chorda tympani. The chorda was placed in a stimulating elec-

trode, attached to the secondary coil of an ordinary inductorium,

A solution of evipan sodium was slowly injected in a femoral vein.

The blood pressure in the carotid artery was registered by a mer-

cury manometer.

Fig. 3 shows such an experiment. At 1 the chorda is stimulated

during one minute. At the mark 2 on the tracing 12 mg evipan

sodium/kg body weight is injected which causes a fall in blood

pressure of about 30 mm Hg. Immediately after the end of the

injection the chorda is again stimulated. The salivary secretion

is now markedly diminished. Already after 5. minutes the de-

pressing effect of evipan on the secretion declines and after about

8 minutes the conditions are already normal.

A decreased salivary secretion can be demonstrated already

after doses of 8 mg evipan sodium/kg body weight. A bigger

dose, 20 mg/kg body weight, renders even an intense nerve

stimulation ineffective. The effect of evipan is however transient

even in big doses.
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When evipnn in injecteil (|uiekly,fts wns the case in the experiment

just mentioned, it cnusc-'^ a marked fall in hlood prc.ssnre. The

que.’^t ion irrho? whelher (lie decrease in secretion can be ascribed

to the diminished filtration pre.ssure. This doe.s not seem very

probable. It is well known that .secretion of saliva is to a great

extent independent of the height of (he blood pressure (Axocinx

and A.vochi.n'a- 1 VANov.\ 1929). Be.sidcs, tlie curve .show.s tliat the

depressing effect of evipan on the. secretion gradually ceases in spite

of the blood pressure remaining low. After a big dose of evipan it

may even occur tiuit the blood jircssure continues to fall though

a stimulation of the chorda performed some minutes after the in-

jection, may give tlie .same amount of .saliva as before the injection.

Docs cvijian diminish the .salivary secretion also in man? If this

be so, is then in a surgical narcosis with evipan the. concentration

big enough to produce tin’s useful effect? In c.xperiments where

a big do.se of evipan was given orally (12 mg/kg body weight)

a dryness in (be (hroai- could be clearly observed. The dose

wliicl) in inj(!ctions will cause, narcosis varies in different individuals

but avcrage.s 30—10 JUg/kg body weight, that is a quantity which

will strongly dcprc.ss the secretion of saliva in cats. This amount

of evipan injcclcd during (be course of some minutes, must cause

a higher concentration in the blood than 12 mg/kg body weight

given orally. A depressing effect on the salivary secretion under

narcosi.s tlius seems rather likcl)^

Heart.

1) heart. In the.se experiments isolated hearts of Bana

tempornria and Bana escnlcnta were used, beating on Straub’s
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cannula. The cannula contained two cc. of Ringer’s solution.

In the experiments where parasympathetic nerve fibres were

stimulated, the right vagus nerve was freed and left in connection

with the heart and placed in a stimulating electrode.

Fig. 4 shows an experi-

ment of this kind. At the

mark 1 the nerve is stim-

ulated during 15 seconds.

During two successive per-

iods of stimulation the res-

ponses are identical. At 2

a solution of evipan sodium

is added to the cannula in

such a quantity that the concentration in the cannula amounts

to 1 : 100,000. l^Tien the nerve is stimulated one minute later the

resulting effect is obviously smaller. At the mark 3 the concentra-

tion of evipan sodium is increased to 1 : 50,000. Two minutes after-

wards a vagus stimulation is quite ineffective. At 4 the heart has

been washed twice with Ringer’s solution. Between the two parts

of the curve five minutes have passed during which the heart was

frequently washed. After this a vagus stimulation is as effective

as before the application of the drug.

This experiment shows that evipan sodium lessens the effect

of a vagus stimulation already in a concentration as low as

1 : 100,000. Evipan in higher concentrations will totally abolish it.

The lowest effective concentration found in these experiments

was 1 : 100,000. We found a definite relation between the strength

of the vagus stimulus and the concentration of evipan necessary

to abolish the inhibitory effect of vagus stimulation.

Such amounts of the drug which decrease the effect of a vagus

stimulation do not affect the rate or the size of the heart beat.

A concentration as high as 1 : 1,000 is necessary to weaken the

contraction of the heart, and still higher concentrations will stop

the heart in diastole.

The ventricle may however under certain conditions be affected by
concentrations as low as 1 : 50,000, w'hich will be shown in the following

experiments.

A Stannius’ ligature was tied around the sino-auricular junction
of an isolated frog’s heart. When the ventricle ceased to beat, it was
made to contract through mechanical or electrical stimuli. If evipan
sodium was now added the heart began to beat regularly. If after the
Stannius' ligature the ventricle starts beating spontaneously, the ap-

Fig. 4.
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plication of evipan sodium in a concentration of 1 : 50,000 accelerates
the rate of the ventricular contractions.

The depressing effect of evipan on the irritability of the vagus
ensues quickly and reaches its maximum already after 2—

3

minutes. The effect is reversible. There is, however, no evidence

that evipan sodium is destroyed by the frog’s heart (Kennedy
and Karayaka, 1934:), but the drug is easily removed by washing.

With high concentrations of evipan it can be shown
(fig. 5) that strong vagus stimulation has an effect

quite contrary to the normal one. At the mark 1 evipan

sodium is added, giving a concentration of 1 ; 3,000 in

the cannula. A weak vagus stimulation (mark 2) which

before slowed the heart rate, is now ineffective. If the

nerve is stronger stimulated (3), a definite increase in

the height of the systolic contraction follows. This may
be explained by the fact that the frog’s vagus nerve contains

sympathetic nerve fibres (Gaskell 1884). Having eliminated

the effect of the inhibitory, parasympathetic fibres with evipan.

a stimulation of the vagus nerve thus must result in an augmented

systolic contraction. This effect is then identical with that pro-

duced by atropine. The sympathetic fibres in the frog’s vagosym-

pathetic nerve have been shown by Loewi (1921) to be adrenergic.

Evipan does not depress the effect of these ner%'es. In accordance

to this, we have found in our experiments that evipan does not

interfere with the effect of adrenaline, applied to the heart.

As is shown in the experi-

ment in fig. 6 the sensibility
^

of the frog’s heart to Ac. Ch. p- .. * ?

is diminished hy previous , i

administration of evipan. ’
j

, j

At the marlrs 1 Ac. Ch.
‘ ‘ *

(0.005 y) is added and
'

causes a stoppage of the

heart in diastole. The heart Fig. 6.

is washed and evipan so-

dium is added in such a quantity that the concentration in

the cannula is 1 : 100,000, (mark 2). One minute later 0.005 y

Ac. Ch. gives a considerably less inhibitory effect than before.

The heart is again washed (mark 3). After three washings

0.005 y Ac. Ch. is just as effective as at the beginning of the

experiment.
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u
Fig. 7.

These experiments demonstrate that evipan diminishes rever-

sibly the sensibility of the frog’s heart both to vagus stimulation

and to Ac. Ch. The lowest effective concentration of evipan is

in both cases the same, that is about 1 : 100,000. Higher concen-

trations abolish the effects of big Ac. Ch. doses as well as of

strong vagus stimulations.

Experiments were also made with the related compound doryl

(carbaminoylcholin), which is not destroyed by the choline esterase.

Evipan abolishes also in this case reversibly the depressing effect

on the frog’s heart of this choline ester.

2) Mammalian heart.

a) Isolated, heart. The effect of evipan on the isolated mammalian

heart was investigated on rabbit’s heart in Langendorff’s arrange-

ment. Tyrode’s solution at a temperature of 38° was infused

tlrrougli the coronary vessels under constant pressure from a

cannida tied into the aorta. Ac. Ch. and empan were injected

into the perfusing cannula.

5 y Ac. Ch., injected during 10 sec., causes a short stoppage of

the heart, (fig. 7, the first two marks 1). On the first two injections

nearly similar effects are attained, (systolic stroke downwards).

1 mg evipan sodium is then injected, (mark 2), and one minute

later 5 y Ac. Ch. The effect of Ac. Ch. is now perceptibly dimin-

ished. In order to test the constancy of the sensibility to Ac.

Ch., three consecutive doses of 5 y Ac. Ch. are now given—at

the three following marks 1. About 10 minutes after the injection

of evipan 5 y Ac. Ch. was found to be as effective as in the begin-

ning of the experiment, (last mark 1).

In this experiment the lowest concentration of evipan, which

may diminish the effects of Ac. Ch., was not accurately determined,

but the experiments show however that the isolated mammalian
heart reacts on evipan in essentially the same way as the frog’s

heart. In both hearts the evipan can easily be washed out, whereby
its effect disappears.
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b) Heart in situ.

The experiments were performed on rabbits under morphin-
urethane narcosis, on decerebrate cats, on dogs under chloralose

and on guineapigs under urethane. The vagi of the heart were
stimulated and the chronotrope effect registered by Fleisch’s
pulse-time recorder (1930).

Fleisch’s pulse-time recorder works in the following way. A hori-

sontal axis is driven by an invariable motor. On the axis and rota-
ting with it, a magnet is attached. A circular iron disc, freely moving,
is placed on this axis close to the magnet. The iron disc only follows
the rotation of the axis when current goes through the coil of the
magnet. The disc winds up a string, to which a slider is attached.
The slider writes on a smoked drum. When the magnet is activated,

the slider writes a vertical line on the drum. When the circuit in

the magnet is opened, a spring draws the slider down to a baseline.

The interruption of the current is effected by means of a special pulse

magnet. When current goes through the coil of the pulse magnet,
the current is opened in the circuit of the rotating magnet and con-

sequently the slider is drawn down.
In order to record intervals between two pulse beats Fleisch uses a

pulse-pelotte, placed over an artery and connected with the same
circuit as the pulse magnet. On systole the current is closed in the

l)ulse-pelotte, thus causing the slider to fall down. By a special arrange-

ment, attached to the pulse magnet, the current remains open in the

circuit of the rotating magnet during a constant time. After this time

the slider is drawn upwards and continues to rise till the next systole

begins. The height of the ordinate is a measure of the interval between

two pulse beats. Fleisch calls this interval “pulse time”, i. e. a reci-

procal value of the pulse rate.

In our experiments we used an apparatus, constructed by dr. Bune
Elmqvist, Lund. The action potentials of the heart are amplified

by an adequate amplifier. The last stage of the amplifier is fitted with

a special valve, working as a relay, which at each systole closes the

current in the pulse magnet of Fleiscs’s apparatus. Thus the action

current of the heart operates the pulse recorder. As electrodes we
used needles, inserted subcutaneously.

Fig. 8 show's an experiment performed with this technique on

a decerebrate cat, respirated with a pump. The injection of evipan

sodium was made in a jugular vein. Both vagi were exposed

in the neck and the right vagus placed in a stimulating electrode.

At the mark 1 the left vagus nerve was cut. The lessened

inhibitory tone makes the heart beat faster and the pulse time

is shortened. At 2 the right vagus is cut centrally to the electrode.

(The animal here made some muscle jerks which interfered with

the registering, which is why the drum was stopped.) The folio-



298 NILS EMMELIN.

wing section (B) shows that the pulse rate after the cutting

of the right vagus is still more increased. At the signal 3 the

peripheral stump of the right vagus was stimulated electrically

during 5 seconds. The resulting bradycardia is well demonstrated

in the lengthened pulse time. After two such stimulations

20 mg/kg body weight evipan sodium is injected — mark 4.

This dose has no effect on the pulse rate. 10 minutes after this

injection the nerve is again stimulated with the same strength

of the current. Now the stimulus has no effect on the heart as

can be seen from the unaltered pulse time. At 5 a considerably

stronger stimulus is applied, but even this remains ineffective.

At the beginning of the last section, (D), 50 minutes have passed

since the injection of evipan. At the mark 6 the vagus is again

stimulated with the stronger current, applied at the signal 5;

now the stimulus is effective though to a much less extent than

the considerably weaker stimulus applied at 3.

In guinea-pigs the heart rate is generally too high to be re-

gistered with the technique described above. In these animals we
used the following method. The chest was opened and the apex

of the heart connected by a thread with a lever, registering on a

smoked drum.

In the four specimens of animals experimented upon evipan

sodium in doses of 10—15 mg/kg body weight definitely diminished



EVIPAN AND THE PARASYMPATHETIC NERVOUS SYSTEM. 290

the effect of vagus stimulation on the heart rate. The effect

appears within some minutes, persists during ^2
—1 hour and does

not seem to disappear entirely for a couple of hours.

It is clear from fig. 8 that evipan in a dose of 20 mg/kg causes

no visible changes in the heart rate when both vagi are cut.

Certain barbituric acid derivatives tend to call forth an arhyth-

mia, (Gruber, Haury and Gruber jr 1938). In out experiments

and using the pulse-time recorder, we did not, although this is a

very appropriate device for revealing arhythmias, observe any
kind of irregularities after injections of moderate amounts of

evipan.

Evipan in moderate concentrations has no immediate toxic effect

on the heart. Only extremely high concentrations weaken the beat of

the isolated frog’s heart. The mammalian heart was examined in the

following way, A solution of evipan sodium was constantly injected

into the jugular vein on decerebrate cats witli cut vagi. Blood pressure

and pulse rate were recorded. The first visible toxic effect was an

impaired respiration. Often a strictly periodic respiration sets in,

which may indicate that evipan interferes with the activity of the

respiratory centres. On continued injection apneoa develops and the

animal dies. The injection may be continued during a longer time if tlie

experiment is performed with artificial respiration. Gradually the blood

pressure begins to fall — the cause probably being a narcotic effect

of evipan on the vaso-constrictor centre. In the pulse rate no change

can be observed for a long time. But the pulse rate begins to fall

quickly -when the blood pressure has dropped to 30—35 mm Hg and

the heart muscle, because of the diminished coronary blood flow,

suffers from anoxaemia. Then the heart .starts to beat arhytmically

and finally .stop.s.

In animals witli intact vagi even small doses of evipan vdll in-

crease the pulse rate.

It is already known that some barbituric acid derivatives cause

an effect of this kind. Harkesbring and Mac Calmont (1938) demon-

strated electrocardiographically on dogs and cats that veronal, amytal

and nembutal increase the heart rate.

In. man evipan in ordinary hypnotic doses increases the pulse

rate, as is shown in fig. 9. On a subject in recumbent posture

the heart rate was measured by means of a stethoscope. At the

arrow 37.5 mg evipan (contained in 1.5 tabl. Evipan Bayer a

0.25 gr.) was administered orally. After about half an hour

the rate had increased with some ten beats per minute. One

hour and a half later the heart rate liad returned to normal. The
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double dose, given to the same subject, did not further increase

the heart rate, but the effect persisted during a longer time.

Corresponding results are

to be obtained in animals

provided that the vagi are

intact. This effect of evipan

on the heart rate is probably-

caused by abolishment of
10 i6 JO i’l) so (0 ?c 8o the tonic, inhibitory effect

Fig. 9. of vagi.

The Bronchi.

The bronchi receive, as has been shown by Dixon and Eansom

(1912), motor impulses in the vagal nerves, which are supposed

to be cholinergic, (Thornton 1934).
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The way in which e-vipan alters the response of the bronchioli

to vagus stimulation in cats is shown in fig. 10. The bronchiolar

tone was registered -with the method of Konzett and Eossleb

(1940).

In the method of Konzett and Rossler the animal is supplied with
a tracheal cannula and respirated artificially. The tracheal cannula
is connected mth a Starling respiration pump and with a special

valve-arrangement, attached to a volume recorder. The air from the
pump nms partly into the lungs and partly into the volume recording
device. "WTien the bronchioli constrict a greater amount of air enters

the recording system, which is indicated by enlarged amplitudes re-

corded on the drum.

The bronchiolar tone is registered at the top of the figure 10.

The blood pressure was measured with a mercury’- manometer.
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connected 'with a femoral artery. The right vagus -was excised,

cut centrally and placed in a stimulating electrode. The distal

stump of the right vagus vras stimulated during 30 sec., (marks
1 and 2 on the figure). The curve shows that the bronchi constrict

and that the blood pressure falls. 15 mg/kg body weight of e'vipan

sodium was injected intravenously, (at 3), which caused a transient

fall in blood pressure. Ten minutes later, at 4, the nerve was again

stimulated and the stimulation was repeated at 5. At the mark
6 the stimulation was strongly augmented. As 'will be seen from
this figure the bronchioli do not constrict after an injection

of evipan even on very strong vagus stimulation. Further it

vdll be seen that the fall in blood pressure, caused by vagus

stimulation, is less under the influence of evipan, which may be

partly due to the fact that under evipan the heart is less susceptible

to the inhibitory action of the vagi.

The Motility of the Alimentary Canal.

In the experiments described above the effect of evipan has

been very similar to that of atropine. As is well known atropine

produces some typical effects on the alimentary canal. Thus

the stimulating effect of Ac. Ch. on the motility can be totally

abolished by atropine. On the other hand the effect of vagus

stimidatiou is only slightly diminished by atropine in spite of

the fact that for example the vagus fibres to the stomach are

cholinergic, as has been convincingly shown by Dale and Feld-

BERG (1934).

In the following experiments we have examined the way in

which the motor response of the alimentary tract to vagus

stimulation was altered by evipan. We experimented on the stom-

ach of decerebrate cats. An elastic balloon was attached to the

point of a gastric catheter and inserted into the stomach through

the mouth. The balloon was filled with water and conuected

with a water manometer with a lever, writing on a smoked drum.

Under artificial respiration the vagi were exposed in the chest

distally to the cardiac nerves. The vagi were cut and the peripheral

stumps placed in a stimulating electrode.

Such an experiment is shown in fig. 11. The spontaneous

movements of the stomach are clearly seen in the curve. At the

marks 1 the vagi are stimulated during 15 sec. The motor activity

is markedly augmented by the stimulation. 10 mg evipan so-

20

—

UlPnS. Acta phvs. Scandinav. Vol. 2.
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dium/kg body weight is injected in the jugular vein at 2. The

spontaneous motor activity is depressed after evipan. After

the administration of the drug the vagi are stimulated three times

at short intervals. The motor responses are now less than before.

Between the parts of the curve 5 minutes have passed. The vagi

are now stimulated again during three subsequent periods. The

motor effect of vagus stimulation is strongly diminished. In

the second part of fig. 11 the tone of the stomach is decreased

under the influence of evipan. It is remarkable that if the vagi

are very strongly stimulated — as at 3 — the stimulation is

followed by a big fall in gastric tone.

Ill)

Fig. 11.

If the dose is increased to 15—20 mg e^^pan/kg body weight,

vagus stimulation causes no increase in tone whatever, the only

effect then seen is an inhibition of the tone. As has been shown

by May (1904) the vagi contain both motor and inhibitory fibres

to the stomach. Our experiments indicate that the effect of the

motor fibres— but not of the inhibitory ones —
is abolished by evipan. As will be seen from

these experiments, the atropine-like effect of

evipan on the stomach is even stronger than

that of atropine itself.

Evipan also diminishes the sensitivity of the

alimentary tract to the motor effect of Ac. Ch.

An experiment of this kind, performed on the

small intestine of a rabbit, is demonstrated in

fig. 12. The pendular movements of the gut were

Fig. 12. registered by means of a frontal lever. 0.5 y

Ilf
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Ac. Ch., .ntldcd at the mark l.prodncc.s the U’pical effects of this

(Inig. After one inimite tlic solution in the bath is changed to

pure Tyrode’s solution. At 2 ovipan sodium is added so as to

give a coucentration of 1 : 200.000 in the bath. Ac. Ch., added
2 minutes later, givc.s the same response us

before. If however the concentration of evipan

is increased to 1 ; 20,000 (.added at 3), it

almost entirelv abolishc.s the effect of O.o y
Ac. Ch.

Evipan not only counteracts the pendular

movements of the gut i.nit inhibits also the

peristaltic movements, ns is .shown in fig. 13.

Xhe peristalsis of guijiea-pig.s was registered

witli the metliod of Stravu and Viaod iTf:. 13.

(1932).

The nlKlmaen w.ns opened under urethane narcosis. A piece of the

jejunum was lieated orally atul u glass eanmila inserted into the distal

ojeming of the piece to le* exj)erimentod on, leaving the circulation

imdisturb''d. A rubber tube connects tlic cannula with a recording

water tuanometf-r and the alidomina! wall is closed around the tube.

A T'tube, to which a .syringe i.s connected, was placed l)ctween tlio

rnanoimUor and the cannula. The whole system was filled with T3
Tode’s

Fobjfioi! and the pre-sure in flm gut fi.ved at r.cro by jnean.s of the

syringe. Tlii.s correspond.s to the basic line of the tracing. Peristaltic

inovernent.s of the gut were obinined by filling the piece of gut with

Tyrod<>’.s solution from the sjuinge. The lowest degree of filling thus

ncce.scar}' to c.ause peri.'^tnlsis wh.s determined before and after the

admini.stration of evipan.

In tlie experiment shown in fig. 13 peristal.sis at first was

elicited two times bv the method described above. Evipan (6

mg/kg body weight) was tlion injected in tlie jugular vein. The

gtit wa.H now di.stcndcd tlirec timo.s succo-ssivcly at an increasing

degree. Xo pcri.stalsi.s could be obinined. 5 miuutos later the gut

distension again caused a marked peristalsis.

Uterus

Sherik (1935) has demonstrated the existence of motor cho-

linergic fibres in the uterus. Accordingly Ac, Gh. contracts tlie

uterus muscle. Tiiis effect is antagonized by atropine, (Fuhner

191 G).
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The influence of evipan on the sensitivity to Ac. Ch. was in-

vestigated on isolated uteri of rabbits and guinea-pigs. Such an

experiment is recorded in fig. 14. A horn of the uterus was excised

and suspended in 50 cc. Tyrode’s solution. 10 y
Ac. Ch. was added to the bath, (marks 1). The
similarity of the two first responses to 10 y
Ac. Ch. shows that the sensitivity remains

constant. The Ac. Ch. is allowed to act during

2 minutes and is then washed out with Tjurode’s

solution. At the mark 2 evipan sodium is added

in such an amount that the concentration in the

bath was 1 : 50,000. Evipan in this concentra-

tion has no motor effect on the uterus. 2 min-

utes later a dose of 10 y Ac. Cli. was nearly

ineffective. The evipan is washed out at 3 and

10 y Ac. Ch. again added. As is e\ddent from

the tracing, the sensitivity to Ac. Ch. returns to normal when

evipan has been washed out.

Sweat Secretion.

The secretory nerves to the sweat glands belong to the sym-

pathetic nervous system, as has been shown by Langley and An-

derson (1891). Pharmacologically, however, these glands behave

in many animals as if the secretory nerves were parasympathetic.

Because of this Dale (1933) suggested that Ac. Ch. acts as trans-

mittor at the endings of these sympathetic nerves. This assump-

tion was brought to test and confirmed by Dale and Eeldberg

(1934).

We thought it interesting to examine the effect of evipan on

the sweat glands. In our experiments we used the sweat glands

of the toe pads of the cat. In the decerebrate animal the sciatic

nerve in one leg was exposed under artificial respiration. The nerv'e

was placed in a stimulating electrode and cut proximally to the

electrode. A solution of evipan sodium was injected in a jugular

vein. The dates from such an experiment are given below.

Cat, 3.2 kg. Decerebrated at 10.30. Artificially respirated. Exposure
of the left sciatic nerve.

10.45 Stimulation of the nerve during 1 minute. After 15 sec.

sweat drops emerge abundantly from the pad. The sweat
was wiped off at the end of the stimulation.

.'i I

M

f « t I J « J ’

Fig. 14.
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10.48 The stimiilation was repeated, and gave the same response.
10.50 30 mg evipan sodium/kg body weight injected in the external

jugular vein.

10.52 The nerye is again stimulated. The secretion is still obvious,
but diminished.

10.55 Stimulation. No obvious secretion.

10.58 Stimulation. Secretion totally abolished.

11.10 Stimulation is still ineffective.

11.15 Stimulation. A slight secretion can be observed.

11.20 Marked secretion on stimulation.

12.00 Stimulation. The secretion is still definitely less than before

the injection of evipan. The animal is in good condition.

In this land of experiment it is difficult to ascertain the smallest

dose of evipan which will diminish the effect of nerve stimulation

on the sweat glands, as we did not measure the secretion. 20—25

mg evipan sodium/kg body weight seem to diminish the secre-

tion. 30—35 mg/kg body weight cause a total inhibition, which

sets in some minutes after the injection of evipan and persists

during 20—30 minutes. In some of our experiments observations

were made up to one hour after the injection of evipan; in none

of our experiments had the inhibitory effect disappeared completely

within tins time.

Toluntary Muscles.

Thanks to the research works of f. ex. Zucker (1923), Dale

and Feldeero (1934), Simonart (1935) and Dale, Feldberg

and Vogt (1936) it is now generally accepted that the motor

nerves to the voluntary muscles are cholinergic.

It has been showm that evipan diminishes the motor response

of the frog’s rectus muscle to Ac. CHi., (Emmelin 1939). In this

connection we found it interesting to investigate the effect of

evipan on skeletal muscles when stimulated from the nerve. Such

experiments were performed on the gastrocnemic muscle of

pithed frogs.

A glass cannula was tied into the abdominal aorta in caudal di-

rection and the hind limbs were perfused with Ringer’s solution.

One of the gastrocnemic muscles was exposed and the tendon cut and

coimected with an isometric lever. The sciatic nerve on the same

side was placed in a stimtdating electrode and cut above.

In the experiment shown in fig. 15 the nerve was stimulated

by 3 successive single shocks "with an interval of 5 minutes between
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each group of contractions. At the first arrow Einger’s solution

is changed to a solution, containing evipan sodium in the concen-

tration 1 : 50,000. After the second

arrow the perfusion fluid contains

I

” evipan sodium in the concentration

1 ; 5,000. The motor response re-

mains unchanged. Evipan sodium

-f I
even in concentrations of 1 : 3,000

was without any effect in these

Fig. 15. experiments.

Experiments with Compounds Related to Evipan.

In order to find out which group of atoms in the evipan molecule

that IS responsible for the effects, described above, we experimented

also with some related barbituric acid derivatives.

The experiments were performed on the isolated frog’s heart.

The lowest concentrations in which these compounds obviously

inhibit the effect of Ac. Ch. on the heart, were compared. We
investigated the following substances: luminal, phanodorm,

prominal and evipan.

From the point of view of the constitution evipan (N-methylcyclo-

hexenyl methyl barbituric acid) can be derived from luminal (phenyl-

ethylbarbituric acid). Phanodorm (cyclohexenyl ethyl barbituric acid)

differs from luminal in that two double bonds have been hydrogenated

in the benzene nucleus. Prominal (N-methylphenyl ethyl barbituric

acid) is E-methylated luminal. Phanodorm and prominal may thus be

regarded as intermediate between luminal and evipan.

We have found that all these substances excited qualitatively

similar effects on the frog’s heart, but the degree of action differed.

The lowest concentration of luminal, which definitely dimin-

ishes the sensitivity to Ac. Ch. of the frog’s heart is 1 : 2,000;

the corresponding concentration for phanodorm is about the same.

As has been mentioned above, evipan is effective already in the

concentration 1 : 100,000. Prominal was found to be effective

in doses of about the same order.

It seems as if the disappearance of two double bonds in the

benzene nucleus does not change the inhibitory effect of the

compound, whereas on the other hand the introduction of a

methyl group at one of the nitrogene atoms of the carbamido-

group should cause an essential increase in this effect.
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In order to test this assumption experiments were made -with two
other barbituric acid derivatives, noctal (isopropyl bromallyl barbituric
acid) and the related N-methylatcd compound eunarcon. Both sub-
stances, and especially eunarcon, weaken already in low concentrations
the heart beat, thus complicating the experiments. This effect was
marked already in concentrations of 1 : 20,000. In this concentration
noctal did not alter the sensitivity to Ac. Ch., whereas eunarcon mark-
edly depressed the sensitivity.

Discussion.

Evipan diminishes the effects caused by stimulating the para-

sympathetic nerves. Contrary to the vrellknovm narcotic effect

of evipan, the effect here studied is evidently peripheral. This

effect is thus obtained even when the nerve is stimulated after

having been cut above the electrode. It can also be demonstrated

in isolated organs.

Under the aspect here discussed Dale’s term “cholinergic”

is more adequate than the anatomical “parasympathetic”, as

the effects described are not limited to parasympathetic nerves.

Evipan affects f. ex. the secretion of sweat in the cat’s toe pads,

which is stimulated by sympathetic fibres of cholinergic nature.

The effects of the sympathetic, adrenergic fibres in the cardiac

vagus of the frog, however are not depressed by evipan. Neither

is - the sensitivity of the frog’s heart to adrenaline affected by

evipan.

Linegar, Dille and Koppanyi (1936) have shown that the

effect of vagus stimulation on the blood pressure is diminished

by injections of some barbituric acid derivatives. They localize

the site of action of these compounds -to the synapse between

prae- and postganglionic neurons. Our experiments suggest

that the effect of evipan is even more peripheral. It is true that

in our experiments the praeganglionic fibres were stimulated.

It is also difficult to exclude completely the possibility that evipan

acts on the synapse in such a way that this structure is rendered

less sensitive to added Ac. Ch. Apart from this possibility, which

we did not try to exclude experimentally, we have demonstra-ted

conclusively a more peripheral site of action of evipan.

1) As is well known Ac. Ch. acts also on structures peripheral

to the postganglionic nerve endings. If the inhibitory effect of

evipan -w^as localized only to the synapse, a complete abolishment

of the effect of added Ac. Ch. would be impossible. As can be
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seen from our experiments, however, even big doses of Ac. Oh.

are quite ineffective if the concentration of evipan is sufficiently

high.

2) Evipan diminishes the sensitivity of the isolated pupillary

sphincter to Ac. Ch., although there is no synapse in this tissue.

Contrary to what is generally the case in the parasympathetic

nervous system this synapse is not situated close to the effector

organ, but in the cUiar ganglion.

3) In the investigations of the sweat glands of the cat’s toe

pad the postganglionic nerves are stimulated — the secretory

fibres in the sciatic nerve being postganglionic. In spite of this

evipan inhibits the secretion.

As an argument contradictory to the assumption that evipan acts

on the synapse it may be pointed out that evipan does not interfere

with the irritability of the frog’s gastrocnemic musele when stimulated

from the nerve. The striking resemblance in the response to drugs

between the synapses in the autonomic nervous system and the neuro-

muscular junction of skeletal muscles has often been emphasized,

(Gaddum 1936, Cannon and Rosenblueth 1937).

These arguments suggest that evipan acts peripherally to the

synapse between prae- and postganglionic neurons. We have

not examined if evipan acts through inhibiting the liberation

of the chemical transmitter at the endings of the postganglionic

nerves. The fact that evipan abolishes the effect of added Ac.

Ch. suggests that evipan renders the effector cells insensitive to

that chemical transmitter in the same way as atropine, which

does not interfere with the liberation of the transmittor, (Loewi

and Navratil 1934).

It is not likely that evipan has a direct inhibitory effect on

the effector cells, as the effect is only obtained in cholinergically

controlled organs. Evipan diminishes the effect of nerve stimula-

tion or of the added Ac. Ch. quite independent of the nerves

being inhibitory or motor. There is nothing so far to contradict

the assumption that evipan acts on the specific receptor system

which, according to Langley (1905), transfers the impulse in

autonomic nerves to the effector cells.

The inhibitory effect of luminal is much less than that of evipan.

If luminal is transformed into phanodorm by hydrogenating two

of the double bonds of the benzene nucleus, the effect is not aug-

mented. Through N-methylation of luminal however, a compound
is obtained, prominal, which is about as effective as evipan.
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The question remains to be answered what these changes mean
from a pbyBico-chemical point of view. A more advanced know-
ledge of these matters would perhaps be useful for the understan-

ding of the mode of action of cvipan.

Summary.

The action of cvipan is not limited to the central nervous

system. Evipan acts also on peripheral structures. These effects

are very similar to those caused by atropine. Evipan diminishes

the responses obtained through stimulation of cholinergic nerves.

It also counteracts the muscarine-like effects of Ac. Ch.

On instillation of evipan in the eye a mydriatic effect is obtained.

The drug depresses the sensitivity of the isolated iris sphincter

to Ac. Ch. The salivary secretion, elicited on stimulation of the

chorda tympani, is less under the influence of evipan. Evipan

increases the heart rate, which effect is not seen when the vagi

arc cut. The sensitivity of the heart to vagus stimulation and to

Ac. Ch. is also depressed. The bronchiolar constriction on vagus

stimulation is diminished. Evipan is more effective than atropine

in decreasing the motor responses of the stomach to vagus stimula-

tion. The drug also renders preparations of isolated intestine

and of uterus less sensitive to Ac. Ch. On administration of evi-

pan the sweat secretion on the cat’s toe pad on stimulation of the

secretory nerves is diminished.

We suggest that also other barbituric acid derivatives exert

similar effects; experiments on isolated frog’s heart point to

such a possibility. The superiority of evipan in producing such

effects may be due to its so-called N-methylation.
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From the Institute of Theoretical Physics, Copenhagen.

A Geiger Counter Arrangeineiit Applied to

Measurements of Eadioactiye Indicators in

Biological Research.^

By

HILDE LEVI.

In the application of radioactive indicators to biological re-

search one is often faced with the problem of the determination

of minute activities. Such activities can conveniently be meas-

ured by aid of a Geiger-Miiller counting tube. Numerous types

of Geiger counter arrangements are known which are used by
the physicist for the investigation of the properties of radio-

active and other radiations, for the decay of radioactive sub-

stances, and so on. In the present paper, a Geiger-MuUer

counter arrangement is described which was used in the last six

years for the biological work carried out at the Institute of Theo-

retical Physics, Copenhagen (Hevesy 1940). The application

of radioactive indicators mostly involves the task to compare

the activity of various samples. The radioactive indicator is

administered, for example, to an animal and we have to deter-

mine what percentage of the activity administered is present in

different fractions extracted from the tissue. Such comparisons

can conveniently be carried out by means of the arrangement

described in the following.

Principle of a Geiger-SIuller Counting Tube.

The principle of a Gbiger-Muller counter suited for the

measurement of ^-particles is, briefly, the following:

Received 5 May 1941.
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A metal tube is tightly closed at the ends by means of insulat-

ing plugs and a tbin metal wire is stretched along its axis. The

tube is filled with a suitable gas mixture to a pressure of about

10 cm. of Hg. The tube itself is connected with the negative

terminal of a source of e. m. f. of 1,000—1,500 V. and the wire

is connected with the positive terminal through a high resistance.

A /S-particle passing the wall of the tube (or a window in the

wall if the latter is too thick) is forming ions on its path and

is thus giving rise to a discharge in the tube which may be ob-

served by means of an electrometer or an amplifier system. In

this way we are enabled to register every individual ^-particle

which enters the counter tube. (For further literature comp.

G-eiger, Makower and Geiger 1912, Thibaud 1938.)

The shape of the counter.

The counter is made from a brass block, 3x3x6 cm., by drilling

a hole, lengthwise through the block 6 mm. off centre in one direction

and symmetrical to both sides.

The hole is 12 mm. in diameter

and is enlarged to 14 mm. at

both ends to a depth of 1 cm.
for the insulating plugs. The
long face of the block nearest

the hole is drilled for a window,
11 mm. in diameter, symmetric-

Fig. 1. The shape of the counter. shy placed. On one of the

adjoining faces of the block is

inserted a side tube for pumping and filling. The diameter of this

tube is 6 mm.
The xoindow.

The windows used in most cases are thin mica sheets of a thickness

corresponding to 6 mgm/cm^. The naica is split off from thick stock

in the usual manner by pushing a sharp edge of thin paper in between
two layers of the mica. The minimum thickness of the window is

given by the fact that the coimter must be evacuated: mica windows
of the present size, weighing less than 4 mgm/cm®, cannot stand at-

mospheric pressure. On the other hand, if the window is too thick,

it will markedly absorb the /5-rays emitted from the radioactive sub-

stance to be measured; the absorption due to a 6 mgm/cm® window
amounts to less than 10 per cent of the initial intensity.

From a mica plate of the correct thickness a circular piece, 25 mm.
in diameter, is cut by means of a sharp needle around the edge of a

coin. In order to make the window electrically conducting it is cleaned

with alcohol and painted with “Aquadag”, i. e. “Colloidal Graphite
(in water) Concentrated, Acheson Ltd., London”. For convenience
of sealing of the mica window it is necessary to leave the outer 2 or

3 mm. free from graphite.
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The end -pieces.

The insulating plugs in these counters are always made of amber
and not of ebonite in spite of the fact that the insulation of ebonite
is sufficiently good. The choice of material of these end-pieces is de-
termined by the gas which is used for filling the counter. In the case
of air-filled or hydrogen-filled counters, ebonite end-pifeces are com-
pletely satisfactory while, in case of organic filling gases, amber end-
pieces should be preferred because of their greater resistibility. The fill-

ing of the counter will be described in a later paragraph (p. 314). The
])lugs are 7 mm. long and fit well in the bored-out ends of the counter.

A 0.8 mm. hole is drilled through the centre of each plug for the counter
wire and is enlarged to 2 mm. to a depth of about 3 mm. on the inside

face. A glass tube, 1 cm. long, is pressed into the 2 mm. bole and
serves to shield the counter wire and to shorten its effective length.

The counting length of the wire is, thus, only about 2 cm., which re-

duces the "natural effect" very markedly. The end surfaces of the
plugs should be polished carefully in order to insure good insulation.

The tcire.

One of the most important steps in the construction of a counter

is the preparation of the wire. The wires used in these counters are

of steel, VlO mm. in diameter. A piece of suitable length is stretched

between two supports and is inspected for irregularities by passing

it between finger and thumb; only very smooth pieces can be used.

In order to protect the prepared wire against dust and contamination

from the fingers a thin glass capillary (less than 0.8 mm. in diameter!)

i.s slipped over one half of the stretched wire, and the other half is

cleaned with the finest grade of emery paper until it is shiny, v\ ashed

with alcohol and then oxidized very slowly by heating in air vuth

an electric current of about 1.2 amps, until it looks uniformly blue.

The glass capillary is slipped over the cleaned part of the wire which

is cut free from the supports and can now easily be handled and mount-

ed in the counter without being touched.

The assembly of the cannier.

IVhen the brass block, the plugs, the wire, and the window are pre-

pared, the counter should be assembled at once. It is important to

keep all parts of the counter free from dirt and dust particles since

one of the most frequent defects which occur in counters is the dis-

charges which take place between dust particles on the wall and the

wire. Such discharging counters are completely useless. The assembly

should therefore take place on a piece of plain paper or glass and in

a relatively dust-free room.

Shortly before moimting, the brass block is polished with fine emery

pa
2
)er and washed carefully with alcohol. It is then heated slowly

on an asbestos plate wth a Bunsen burner until ordinary picein-wax

•will flow. If the metal is too hot, the picein will carbonize. A ring

of picein is painted around the window hole of the brass block with



314 HILDE LEVI.

an outer diameter somewhat larger than the mica disk. The edge of

the hole should be left free in order to facilitate electrical contact

with the graphite. The mica window is now placed on the waxed
surface and carefully pressed down. The edge of the mica disk must
be covered with a small ring of picein wax in order to make the seal-

ing of the window vacuum-tight. While the block is cooling down
the glass side tube for the evacuation is sealed into its hole with pi-

cein. It is not difficult to seal the glass tube from the side if it is sup-

ported until the block is cooled down.

Tkost (1937) has shown that counters are more uniform and more
constant in their electrical properties if their walls are covered -with

a very thin layer of Zapon lacquer. A very thin solution containing

2 cc. lacquer in 200 cc. pure amyl acetate sprayed on the inside

wall of the counter (after mounting the window and the glass tube!)

will leave a very thin skin of lacquer after evaporation of the amyl
acetate. Before the counter is quite dry, the cleaned amber plugs

are inserted and the capillary with the wire is put through both end-

pieces. The wire is fastened on one end by wedging a small pin in the

0.8 mm. hole. The capillary is then removed through the other end,

the wire is stretched slightly and fastened with a pin. After havdng

mounted the w’ire one should leave the counter for a while so that

dust particles, which in spite of all care might find their way into the

counter, will settle down and stick on the not yet dried lacquer near

the end-pieces of the counter, A thin copper wire is then soldered

to one of the pins for electrical connection and the plugs are sealed

with hot Everett’s vacuum wax. Since the wax does not make a per-

fect contact with the cold brass block, it is necessary to shellac it.

The copper wire miist be handled carefully in order to avoid breaking

the seal.

The gas-fillijig.

A number of gases may be used in Geiger-]\Iuller counters which,

for example, can very well be filled with dry, dust-free air to a press-

ure of about 10 to 12 cm. of Hg. Hydrogen filling has very often

been applied also, but the counters should in this case be filled to a

somewhat higher pressure, 12 to 15 cm. of Hg approximately. Trost

(1937) has carried out a detailed w-ork on the question of filling with

various gases and on the influence of pressure and contamination on
the properties of counters. In application of one of Trost’s results,

the counters described above were filled with argon to a pressure of

9 cm. and alcohol vapour to a pressure of 1 cm. The alcohol (99.5

per cent) was distilled over calcium.

The arrangement for the evacuation and filling of the counters is

made of ordinary soft glass and consists of a horizontal tube with
six side-tubes which is mounted 2 cm. above the table so that the

counters can be sealed on to it directly. The tube is connected by
rneans of a Tee on one side to a manometer, a liquid air trap, and an
oil pump; on the other side there is the flask containing argon gas
at atmospheric pressure, and the alcohol container. The argon flask

carries a gas-lock consisting of two cocks so that filling to the right
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pressure is done by letting small amounts of the gas through the lock
into the apparatus. The alcohol tube is connected to the apparatus
by means of a ground joint and is closed by a cock. It is advisable
to provide a cock for each counter so that its vacuum tightness can
be tested independently of the others. The counter is sealed to its

side-tube by means of piccin and is pumped for at least two hour.s.

If it appears that the counter is quite tight, it is left evacuated over
night while a Dewar bottle with liquid air or solid carbon dioxide is

put around the trap to freeze out all water vapour and lacquer* sol-

vents, etc. Before the counter is filled it is closed from the liquid air

trap and the trap is warmed up and pumped out. The alcohol vapour
is let in first to a pressure of 1 cm. of Hg and afterwards the argon
to a total pressure of 10 cm. of Hg. At last, the counter side-tube is

sealed off carefully with a small flame.

The lead shicldwg.

The sealed counter is shielded against ionizing radiation by lead

surrounding the counter on all sides with a thickness of at least 4 cm.
By means of the lead

shielding the "natural ef-

fect” of the counter is

reduced by 30 to 50 per

cent. The ionizing radia-

tion is partly of cosmic

origin and is partly emit-

ted by radioactive sub-

stances accumulating on
the walls of the room, etc.

It is mainly due to this

ionizing radiation that

some impulses are re-

gistered by the counter

even in absence of a pig. 2 . The lead shielding of the counter,

radioactive sample. The
counters described above showed a “natural effect” of between 3

and 4.5 impulses per minute.

The shielding consists of two lead blocks 17 x 10 x 7 and

17 X 10 X 5 cm., respectively. The thicker block is hollowed out

to correspond to’ the shape of the counter. Sufficient space is provided

for the side-tube and the electrical connections to allow handling

without danger of breaking the seals. The counter is fastened inside

the block by pinching it to the wall with aluminium foil which, at

the same time, makes a satisfactory electrical contact. The block

itself is used as one terminal of the high voltage. The copper wire

is led out of the block through a hole and is supported by two amber

plugs which are drilled with 0.3 mm. holes. It is of greatest import-

ance to have good insulation, between the block and the wire: the

amber plugs must be kept clean and there must be plenty of clear-

ance around the wire.
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The thinner block is provided with a groove, 2.5 x 6 cm* and 4
mm. deep, for a slide which carries the sample to be measured. The
slide and groove are so arranged as to insure the placing of the sample
in a symmetrical and reproduceable position in front of the counter

window. Tor convenience in handling samples, the thick block is

turned so that the counter window is down. The two blocks are bolted

together and are provided with handles.

The amplijicr.

Many different types of amplifiers have been described in various

papers from the field of radioactive measurements, but it would lead

beyond the scope of this paper to give any full discussion of the quest-

ion (cp. Bjerge 1938, Neher and Harrer 1936, Euark 1938). It

will suffice to describe an amplifier which because of its reliability

has been much used in connection with the counters described above.

Figure 3 is a schematic diagram of the circuit.

Fig. 3. The amplifier circuit.

Cl = 50 cm; C- = 500 cm; Cj — 0.5 JIF.
E, = 10’—lO’fl; Ej = lO’D; E, = lO’fl; E, = 3 x 10>D; Ej = 5 X ID’kll:

Eo = 30011; E, = 3,000Q;
Vi = E. C. A. 57 (or 58) American tube, or E 442, Philips, European tube.
V, = E. C. A. 885 (American thjTatron) or G. E. C. gas filled relay, (English).

Kj, a resistance of 10® ohms, is made in the usual way from a mixture
of xylol and alcohol. In the case of alcohol filled counters, it was found
that the 10® ohms resistance may be replaced by a 10’ ohms resistance

which is available commercially. M. C, is a standard telephone mes-
sage register provided with a breaking contact which serves to quench
the thyratron discharge after the count has been registered. Such
message registers are supplied by the Telephone Company "Auto-
matic”, Copenhagen. It is important to use a high speed register to

avoid losing coimts. The one used here has a maximum speed of

about 3,000 (evenly spaced) pulses per minute. The number of im-
pulses in a certain time interval can be read directly.
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ff. T. is the high tension battery consisting of ten to fourteen 108
V. batteries in series which are provided with plug-in terminals at
3 to 5 V. steps. The counters described above counted at about 1100—1200 V.; the batteries are stacked in columns and insulated from
one another by paraffined paper. There is a protecting resistance

of 1 in the high circuit. The battery set must be kept in good
condition and should be tested from time to time by means of a volt-

meter ond an artificial load of about 3,000 ohms. The drop of po-
tential under load should not be greater than 10 per cent; an excess-

ive drop of potential in a battery can often be repared by shorting

out a few bad cells.

A. B. The anode voltage and the grid voltage are taken from a
lOS V. high-capacity dry battery. (Hellesen’s Dry Battery.)

St. B. The heater current is taken either from a storage battery

or a transformer which give 4 V. or 2.5 V., respectively.

In order to inhibit external electrical disturbance of the amplifier

system, the connection between the counter and the re.sistance Ej of

the circuit is kept as short as possible by mounting the amplifier on
top of the lead block containing the counter. Besides, the amplifier

itself is shielded by a tin box which is earthed. The tin box is insu-

lated from the lead block (which is at high potential!) by an ebonite

plate. It is necessary to provide ventilation holes in the tin box to

avoid overheating of the amplifier.

The testing of the counter.

The counting properties of a counter are tested by means of a uran-

ium salt (1 mgm. of uranium oxide covered by a 1 mm. layer of wax).

The number of impulses per minute registered as a function of the

voltage on the Geiger-l\Iuller counter follows a curve like that shown

in Fig. 4.

voltage

Fig. 4. Characteristic curve of a counting tube.

21

—

iflUtS. Acta vhj/s. Scaitdinav. Vol. 2.
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With increasing voltage the number of registered counts per minute

increases until a range A-B is reached, where the counter sensitivity

is more or less independent of the voltage. In the range A-B of the

curve the change in the number of counts is less than 10 per cent if

the voltage varies by 10 per cent of its value. This so-called flat part

of the characteristic curve is, in the above described counters, usually

60—100 V. broad and starts about 20—30 V. from the point at -which

the counter begins to count (threshold voltage). With still further

increase of potential — range C — the number of impulses increases

rapidly until the counter starts continuous discharging.

When testing a Geiger-!Miiller counter one must determine the flat

part of the characteristic curve since it is desirable to use the counter

for regular measurements in that range vherc possible fluctuations

of the voltage have a minimum effect on the counting rate. As the

counting properties of a counter are not constant -with time, it is of

the greatest importance to check this curve several times in the course

of the first few days after the filling of the counter. When the counter

seems to have become stable it is sufficient to check the curve occa-

sionally. It is, however, necessary to test every day whether the counter

is still counting on the flat part of its characteristic curve. A useful

test consists in determining the number of impulses per minute from

a uranium standard at the working voltage. A change in the number
of impulses from this standard sample indicates a change cither in

the voltage supply or in the properties of the counter. Furthermore,

it is very useful to determine the threshold voltage. In general, the

difference between this voltage and the middle of the flat part of the

characteristic curve will not vary essentially. By this double control,

one may avoid the possibility that the scnsiti^^ty of the counter grad-

ually slips dewn to a point below the flat part of the curve.

The Measuring Procedure.

The radioactive samples to be measured are filled into small

aluminium dishes, 12 mm. in diameter and 2 mm. deep. The

dishes are punched out of an 90—^100 fi aluminium foil and fit

accurately into the hole of the slide. Every dish is used for one

sample only, in order to avoid carrying along traces of previous

actmty. When the po-wdered and dried material is filled into

the dishes, great stress should be laid upon attaining a uniform

layer which covers the whole inner surface of the dish.

For comparative measurements of different preparations, spe-

cial regard should be paid to two important points; the geomet-

rical CQmparability and the relative accuracy of the measure-

ments. Part of the first point is connected with the absorption

in the upper layers of the sample of the /?-rays emitted from

deeper layers. This effect may be demonstrated by the follow-
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ing exataple. The same amount of radioactive phosphorus is
mixed to increasing amounts of inactive sodium phosphate and
the activities of the samples are compared. These actmties
decrease ^vith increasing amounts of carrier substance, as is to
be seen from the following figures.

Amount of Pleasured intensity of
sodium phosphate the radiation

50 mgm 1

100 0.97

160 0.92

200 ft 0.S7

250 ft 0.79

300 ft 0.72

The figures of the table indicate that it is necessary for the
direct comparison of samples to apply equal quantities of ma-
terial.

The comparison of samples weighing 70—100 mgm. was foimd
to be very convenient. "When active phosphorus is to be deter-

mined in ammonium magm'um phosphate preparations, such
samples can be obtained by bringing up the weight of the lighter

samples to that of the heavier ones by adding a corresponding
amount of phosphate. When blood samples of different weight
have to be compared, non-active blood is added to the lighter

samples (Hevesy and Hahn 1940). In such rare cases where
the comparison of samples of equal weight is not feasible the

values measured are corrected according to the figures given

in the above table or similar ones, the correction getting much
larger when the activity of substances emitting softer rays is

determined.

Part of the second point is an estimation of the statistical

error involved in the activity determinations. The mean error

idHj, of a value of Nc impulses per minute measured through

a period of time t (in minutes) is given by the formula

_ ^/number of impulses

“ I

It is obvious that strong preparations can be measured with

satisfactory accuracy within a suitable time and, furthermore,

without the background of the counter (the natural effect) play-

ing any important part. If, however, weak preparations are to

be compared with strong ones the relative accuracy of the mea-



320 HILDB LEVI.

surements must be taken into account. The following example

may illustrate this fact. A weak sample of about 2 counts per

minute net (i. e. after subtraction of the natural effect) is measured

relatively to a standard sample of about 80 counts per min-

ute net. The natural effect may amount to 3 counts per minute

when measuring an empty clean aluminium dish. These three

magnitudes were measured three times and altogether three

hours each. We arrive at the following figures:

Natural effect: 551 counts in 180 minutes

Weak sample: 909 counts in 180 minutes

Strong sample: 14958 counts in 180 minutes.

The accuracy of

Natural effect:

Weak sample:

Strong sample:

the measurements is, thus,

3.06 ± = 3.06 + 0.13
180

5.05 ± — 3.06 ± 0.13 = 2 ± 0.3
180

83.0 ± — 3.06 ±0.13 = 80 ±0.9.
180

The accuracy reached for the strong sample is, thus, very

much better, i. e. about 1 per cent, than that of the Weak sample

which is only about 15 per cent.

The Correction for the Resolving Power
of the Amplifier System.

When measuring strongly active preparations the mechanical

resolving power of the amplifier system, especially of the mechan-

ical register, may become of some importance for the final

result. The registers applied in the present arrangement had a

maximum speed of 3,000 evenly spaced impulses per minute.

However, doublet- and triplet-impulses may occur which can-

not be resolved by the system and Which, therefore, get lost in

the registration. A very simple method of checking the resolv-

ing power is the measurement of a decay curve from a radio-

active substance with a well-known and convenient half-life pe-

riod. A few milligrams of dysprosium oxide are exposed to a
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Gomparison of two ammonium magnium phosphate samples

containing radioactive P.

(Weight: 72 mgm).

Samples
Min-
utes

Read-
ings

Activity per minute Time

Uranium standard ...
.-I

0
25

3755
5411

j-1656 : 25 = 66.2 915

Bone sample A
|

0
30

5477
7912

1-2436 : 30 = 81.2 951

44 9057 3580 : 44 = 81.2

Blood sample

|

0
60

0033
1065

|l032 : 60 = 17.2 10’«

122 2110 2077 : 122 = 17.0

Natural effect
I

0
120

2133
2571 |438 : 120 = 3.6 1140

Bone sample A
|

0
25

2588
4615

|-2027 : 25 = 81.0 13«

45 6241 3653 : 45 = 81.1

Blood sample

|

0
100

6300
8013

|l713 : 100 = 17.13 14S0

200 9741 3441 : 200 = 17.2

Uranium standard . . .
.|

0
10

9780
0437 1

657 : 10 = 65.7 1761

Natural effect (over night)|
0

910
0450
3710

|3260 : 910 = 3.58 ± 0.06
|

IgOJ

911

Uranium standard . . .
.|

0
20

3744
5081

|l337 : 20 = 66.8

Bone sample A
Mean value

Besults.

3580 : 44

3653 : 45

7233:89 =81.2

Standard deviation . .

Resolution correction .

Blood sample.

Mean value

Standard deviation . .

Y = ± 0.95

= 4r.4

7233

89

(81.2)-

1600

2077 : 122

3441 : 200

5618 : 322 = 17.2

± 0.23
322

= 0.2
1500

81.2 ± 0.95

4- 4.4

85.6

— 3.6 ± O.OG

82.0 ± 1

17.2 ± 0.23

-^ 0.2

17.4

— 3.6 ±0.06
Resolution correction . . .

= 0.2
13.8 ± 0.25
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neutron source of 100 milUCurie for a few minutes. The activity

decaying with a period of 27* hours is extremely strong so that

the decay can be followed without difficulties from a few hundred

impulses per minute in the beginning through 5—6 periods of

decay. The decay curve drawn in a logarithmic scale (i. e. loga-

rithm of the number of impulses per minute plotted against

time) is a straight line. The very highest points of this curve may
be found too low, indicating that the amplifier system did not

resolve all impulses when counting at high speed. The difference

between the effective number of counts and that number found

from extrapolating the straight line up to its beginning being a

measure of the "loss” in the registering system. As a satisfactory

approximation for the calculation of this difference one may
apply an empirical formula of the type

No-"

where N is the actual number of counter discharges, and No is

the number of impulses which are registered. The constant k

is determined empirically from the measured decay curve. For

the amplifier systems described on the preceding pages the con-

stant k was found in this way to be 1,500, which means that 100

counts per minute involve a resolution error of -f- 6.

The author wishes to express her deepest gratitude to Pro-

fessor Niels Bohr for the hospitality granted at the Institute

of Theoretical Physics, Copenhagen, and for the great interest

he has taken in this work. My heartiest thanks are due Pro-

fessor G. Hevesy for suggesting and continuously stimulating

the development of the method. Dr. 0. E. Frisch has fre-

quently supported this work with valuable advice.

Summary.

The present paper gives a detailed description of the construct-

ion and the assembly of a Geiger counting tube, of a simple

amplifier circuit, and a suitable shielding arrangement. Further-

more, the measuring procedure as well as a number, of corrections

necessary for the calculation of the final results are discussed.
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From the Department of Physiology, University of Lund, Sweden.

The Oxygen Consumption of the Isolated

Perfused Cat’s Brain.^

By

TORE BROMAN and DORA JACOBSOHN.

Up to now the Oj-consumption of the brain in \nvo has been

determined by two methods. By far most investigators compared

the composition of the arterial and the venous blood— measuring

or neglecting the rate of blood flow. This method may be useful

in determining changes in the O.-consumption of the brain but

is inadequate for establishing absolute figures.

Schmidt (1928) and Heymans and Bouckaert (1935) have

described methods for perfusing the dog’s brain, but they did not

measure the Oo-consumption. Chute and Smyth (1939) have

deviced a method of perfusing the isolated cat’s brain and an

apparatus for recording continuously the Oj-consumption. In

this preparation the extracerebral structures are removed as far as

possible or eliminated from the circulation by ligating all branches

of the common and external carotid arteries except the internal

maxillary artery. The vertebral and spinal vessels are com-

pressed by means of an ecraseur. Cannulas are tied in the carotid

arteries and the jugular veins and connected with the perfusion

apparatus. In a closed circuit system the Oj-consumption as well

as the rate of blood flow are measured. The most obvious criteria

of a survival of function in the preparation are the following: 1)

The corneal reflex can be elicited. 2) The pupillary light reflex

has been observed. 3) In response to noise the wink reflex has

been obtained.

^ Received 20 May 1941.
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In the experiments of Chute and Smyth the Oa-consumption
of their preparation amounted to 200—300 c. c. per hour and 100
gram of tissue weight. The authors consider these figures as pos-

sibly some 14 per cent too high since in experiments on the glucose

usage the extracranial tissues accounted for that part of the total

glucose usage.

We have repeated the experiments of Chute and Smyth and
can confirm their results except as to the part which the extra-

cerebral tissues take in the total metabolism of the preparation,

which we found to be considerably greater. This implies lower

figures for the O.-consumption of the brain. In our experiments

the Oj-consumption of the extracerebral tissues was measured

directly after excluding the brain from the circulation. This was

achieved by the following procedure; a rubber balloon was in-

troduced through a hole in the scull and inflated to a pressure,

exceeding that of the blood. The effectiveness of the procedure

was controlled by adding methylene blue to the blood and de-

monstrating that the brain remained uncoloured.

The table gives the figures of 4 experiments. The Os-consump-

tion of the whole cat was measured under Evipal-narcosis. All

figures represent the Oa-consumption per hour and 100 gram of

tissue weight.

Whole cat
Perfused
head

Extra-
cerebral

tissues

Brain

• • • « • .... 38 20 104

36 . . . . 34 12 118

35 .... 42 21 128

32 .... 43 18 131

In our experiments the Oo-consumption of the brain is consi-

derably lower than the figures given by Chute and Smyth. An-

aesthesia is not a contributing factor in our lower figures since

no Evipal was injected during the last 30—40 minutes before the

beginning of perfusion and Evipal is known to be thoroughly

eliminated udthin this time.

The cat’s brain represents 0.7—1.1 per cent of the total body

weight, whilst the brain consumes 2,5—5 per cent of the whole

body’s Oj-intake.
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Aas der physiologischen Abteilung, Karolinska Institutet, Stockholm.

ilber zeiitrale KurarewirlLimgeii.^

Von

U. S. T. EULER nnd H. WAHLUND.

ReizwirkuBgen. von Kurare bei direkter Applikation in das

zentrale Nervensystem sind mehrfacli beschrieben vorden.

ilARTiN-ilAGRON und BuissoN (1859), Bezold (1860), Tillie

(1890) und Santesson (1920) baben an Froschen bierbei strycb-

ninartige Effekte beobacbtet. Aucb an Hunden vmrden gleicb-

artige Wiikungen nacb intraspinaler und intraventrikularer In-

jektion gefunden (Me Guigai; 1916).

Stryebninartige Wirkungen sollen nacb Blume (1934) an

Meerseb'weineben, Ratten und Mausen aucb nacb subkutanen

Kurarininjektionen eintreten.

Auf den Blutdruck sebeint Kurare bei extrazentraler Dar-

reiebung massiger Dosen nur im geringeren Umfange einzu-

vrirken. Die von Latschenberger und Deahna (1876), Grutz-

NER und Heidenhain (1878) und Tillie (1890) beobaebtete

Blutdrucksteigerung an Kanincben nacb intravenos zugefiibr-

tem Kurare wurde auf eine zentrale Reizbarkeitssteigerung zu-

ruckgefubxt. Dieser Effekt Avurde an Katzen und Hunden ver-

misst. In letzterer Zeit baben Cannon und Rosenblxjeth (1934),

sotvie Pinkston, Partington und Rosenblueth (1936) iiber

cine Blutdrucksteigerung bei intravenoser Zufubr von Kurare

an der sympatbektomierten Katze beriebtet. Brown und j\Iay-

COCK (1939) konnten dieses Ergebnis bei Verwendung von ge-

reinigtem Kurarin niebt bestatigen, sondern fanden ausscbliess-

licb eine kurzdauernde Senkung. Ob diese Wirkungen zentra

oder peripber bedingt sind, sebeint niebt aufgeklart zu sein.

^ Eingegangen am 29. Mai 1941.
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Die Wirkungen des Kurare auf die Atmung sind nur in gerin-

gem Umfange studiert worden. Blume fand in seinen oben er-

wabnten Versuchen eine erhohte Atmungsfrequenz, und in Ver-

sucben von Kahlson und Peil (1937) trat anfangs eine gewisse

Atmungssteigerung nach intravenosen Kurareinjektionen zu-

tage.

Da die Wirkungen von Kurare in bezug auf Blutdruck und

Atmung recht wenig bekannt sind, baben wir einige Versucbe

bieriiber vorgenommen mit besonderer Beriicksicbtigung der

zentralen Wirkungen. Einige Versucbe iibcr die Beeinflussung

der spinalen Reflexerregbarkeit vrurden ebenfalls angestellt.

3Iethodisclies.

Als Versuchstiere vurden Katzen benutzt, die mit Cbloralose

(0.07 g/Kg) narkotisiert waren. Der Blutdruck wurde aus der

A. carotis communis und die Atmung mittels ciner ]\rareykapsel,

die an die Tracbealkaniile angescblossen var, registriert. In

alien Versucben ^vurden beidc Carotissinusgebiete dener\iert.

Die Kurarelosungen wurden in die Zisterna cerebello-medulla-

ris injiziert. In den Reflexversucben ge.schah die Injektion in-

tralumbal.

Als Kurarepraparat vmrde ein Topfkurare von guter Qualitat

benutzt. In einigen Versuchen baben wir reines Kurarincblorid

als Kontrolle benutzt, das ganz iibereinstimmende Ergebnisse

lieferte^.

Bei den Reflexversucben wurde als Indikator die ipsilaterale

Hemmung des gekreuzten Streckreflexes am Quadriceps benutzt.

a. Wirkungen auf Blutdruck und Atmung nach. zentraler

Kuraredarreichung.

Nacb intrazisternalen Dosen von 0.1—0.5 ml 2 % Kurarc-

losung Oder 0.2 % Kurarinlosung trat binnen einiger blinuten

eine Blutdrucksteigerung ein, die ziemlicb langanhaltend war

(Fig. 1). Nacb den grosseren Dosen trat in einigen Fallen eine

auffallende Unregelmassigkeit des Blutdruckes auf mit rbyth-

* Das Kurarepraparat Tvurde uns von Herm Prof. Dr. G. Ltljesteand giitigst

zur Verfugung gestellt, und das Kurarin verdanken wir Dr. C. Kixo, London.
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roisch verlaufendcn Blutdruckschwankungen, die besonders
nacli Durchtrennung der Vago-depressoren ausgesprocben
waren.

Die Atmung wiirde in alien untersucliten Fallen gesteigert

gefunden und.war bei voll entwickelter Kurarewirkung sovrohl

stark beschleunigt wie in der Amplitude vergrossert, weshalb die

Ventilation sehr betrachtlich zunahni (Fig. 1). Die in einigen

Fig. 1. Katze, Chloralose. Sinusgcbict und Vago-Depressoren ausgeschaltet.

Oben Atmung, union Blutdruck. A. 0.1 m). 2 % Kurarelosung intrazistemal.

B. 35 Jlin. spatcr. C. 10 Min. nach B.

Fallen zu beobachtende Blutdrucksenkung ist tvahrsclieinlich

zum Teil auf die Hyperventilation und zum Teil auf zentrale

Lahmung des Vasokonstriktorenzentrums zu beziehen. Nach

den mittleren und grosseren Dosen wurde die Atmung oft krampf-

artig verandert im selfaen Jlasse wie lokalisierte und alJgemeine

Krampfe — etwa tvie nach Kaliumchloridzufuhr intrazistemal

(Euler, 1938) — auftraten. Diescm Zustand folgte nach Zu-

fuhr der grosseren Dosen ein zentral bedingter Atmungsstillstand

bei noch vorhandenen allgemeinen Krampfen und erhohtem

Blutdruck.

Injektionen von Kurare in zentraler Bichtung durch die A.
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carotis interna bewirkte einen loirzdauernden Blutdruckabfall mit

Bradycardie, die als Zeichen einer zentralen Vagusreizung ge-

deutet wurde.

b. Wirkung von Kurare auf die spinale Eeflexerrogbarkeit.

Bekanntlicb lasst sick die durcb ipsilaterale Iscbiadicusreizung

bervergerufene Hemmung des gekreuzten Streckreflexes an der

Fig. , 2. Katze, dezerebriert. Spannungskurve des M. Qiiadriscps. Ipsiiaterale

Iscbiadicusreizung zwischen 6 und 8 Sckunden nach Beginn dor kontralateralen

Ischiadikusreizung von 13 Sckunden Daucr. A. Vor dcm Kurarin, B. 4 Minuten
nach 0.1 ml 0.2 % Kurarinchlorid, C. 7 Jlinuten nach weiteren 0.2 ml Kurarin-

losung.

Oberscbenkelmuskulatur durcb Strychnin in Erregung umtau-

scben. In einigen Versucben an dezercbrierten Katzen baben

wir die Wirkung von Kurare in dieser Hinsicbt untersucbt.

Nacb intralumbaler Darreicbung von 0.2—0.3 ml 0.2 % Kurarin-

cbloridlosung traten binnen einiger Jlinuten erbohte Reflexer-

regbarkeit und Krampfe auf. Die vorber konstant auslosbare

Hemmung des kontralateralen Streckreflexes durcb faradiscbe

Reizung des ipsilateralen Iscbiadicus vurde nacb Icurzer Zeit

in eine erregende Wirloing verandert (Fig. 2). Die Wirkung ist

somit in dieser Hinsicbt strycbninartig.
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Bespreclmng der Ergelbnisse.

Die Wirkung des Kurare auf Blutdruck und Atmung nack
intrazisternaler Darreickung diirfte zweifelsokne auf eine Er-

regung des Vasomotoren- und Atmungszentrums zuriickzu-

fukren sein. Au peripkeren nervosen Struktuxen wirkt Kuyare
M-ie es sckeint niir erregungsvermindernd (Muskelendplatten,

symj)atkiscke Ganglien, ckemosensible Ubertragung im Glomus
caroticum).

Eine erregende Wirkung von Kurare an peripkeren Synapsen

Oder Ubertragungsstatten ist nickt mit Sickerkeit bekannt. Ver-

sucke eine erregende Wirkung bei der Ubertragung von moto-

riscken Impulsen an quergestreifter Muskulatur nachsuweisen,

fielen negativ aus.

Die Frage, ob zentrale Kurareuurkungen durck intravenose

Injektionen kervorzurufen sind, sckeint derart beantwortet

werden zu konnen, dass dies unter Umstanden mogUch ist. Die

von Cannon und Rosenblueth (1934) beobachtete Blutdruck-

steigerung bei intravenbser Kurareinjektion diirfte somit zentral

ausgelost sein vrie auch die Atmungssteigerung in den Versucken

von Blume, Wakrsckeinlick ist der von Thornton besckriebene

Diapkragmaspasmus an Meersckweincken nack intravenosen

Kurarininjektionen ebenfalls zentraler Natur.

Die zentral erregenden Wirkungen von Kurare oder Kurarin

zeigen mit denjenigen von Strychnin eine weitgekende tJber-

einstimmung (zentrale Blutdrucks- und Atmungssteigerung, Er-

regung des Vaguskexnes, Aufwecken motoriscker Eirampfe, Um-
tausch von normal kemmenden Impulsen in erregende).

Was die zentral funktionskerabsetzenden Wirkungen betrifft,

treten dieselben wie beim Strychnin erst nack grosseren Dosen

auf. Die hierfiir notigen Mengen diirften bei intravenbser oder

intramuskularer Zufukr sekr gross sein, denn erst koke Dosen

intrazisternal fukren solche Wirkungen herbei. Es ist deskalb

u. E. weniger wakrsckeinlick, dass die von Rosenblueth und

Cannon beobachteten Blutdruckerhbkung durck zentrale Lah-

mung von Vasodilatatoren stattfindet, sie diirfte eker durck Er-

regung von Vasokonstriktoren verursacht sein. Allerdings ist

der Weg solcher vasokonstriktoriscken Impulse am sympathek-

tomierten Tier nickt bekannt. Aus den Versucken von Bacq,

Brouha und Heymans (1934) so-\vie denen von Brown und
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Maycock (1939) sclieint jedocli hervorzugehen, dass vasokon-

striktorische Impulse bei der Katze auf einen bisher unbekannten

AVeg vom Zentrum nacb der Periphere verlaufen konnen. Die

von Eosenblueth und Cannon beschriebenen Effekte konnten

dann durcb einen zentralen Erregungsvorgang cine Erklarung

finden. Die von Kahlson und Peil gefundene Herabsetzung

der Atemfrequenz des Kanincbens durcb Kurarc bei intravenoser

Injektion wurde in unseren Versuclien an Katzen nicbt beob-

achtet und braucbt nicbt unbedingt einen zentralen Hemmungs-
vorgang andeuten.

Znsammenfassung.

Topfkurare und gereinigtes Kurarincblorid erboben bei der

Katze den Blutdruck und verstiirken die Atmung nacb intra-

zisternaler Injektion.

Bei langerer Einwirkung fiibren grossere Dosen Labmung der

Atmungs- und Gefasszentren berbei.

Intrazisternal oder intralumbal eingefiibrtes Kurarc verur-

sacbt einen langdaucrnden Zustand lokaler und allgemeiner

Krampfe.

Durcb die A. carotis interna zentral zugefiibrtes Kurarc fubrt

zentrale Vagusreizung berbei.

Die ipsilaterale Hemmung des gelcreuzten Strcclcreflexes am
Bjnterbein der dezerebrierten Katze vird durcb intralumbal zu-

gefiibTtes Kurare in Erregung iiberfubrt.

Auf die tibereinstimmung dor zentralen Kurare- und Strycb-

ninwirkungen wird binge'wiesen.
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From The Neurophysiological Laboratory, The Caroline Institute,

Stockholm.

A Relation between Rod and Cone Substances,

Based on Scotopic and Photopic Spectra of Cyprinus, Tinea,

Anguilla and Tesludo}

By

RAGNAR GRANIT.

Two as widely different animals as man and the frog have

the same visual purple with maximal absorption around 0.500 {.i

and also much the same daylight or photopic “visibility” curves

with maxima around 0.560 y. For man the sensation of bright-

ness has been the index needed in measuring these curves. For

frogs, however, the number of impulses, a threshold discharge

or the size of the electroretinogram has been the index used.

In the former case we generally speak of a “luminosity” curve,

but probably the frog perceives brightness much as man does.

Nevertheless the neutral, but very awkward term “visibility”

curve is commonly used for animals, and quite often also

as a substitute for “luminosity” when human sensations are

concerned. As is well knoAvn Parsons has introduced the adjec-

tives “photopic” and “scotopic” for respectively daylight- and

dim light- vision, and taking up them I shall use the brief terms

“photopic” and “scotopic spectra” for daylight and dim light

“visibility curves”.

We now know that the photopic spectrum of the frog’s eye

represents a composite curve (Granit and Svaetichin, 1939)

consisting of narrow elementary sensitivity bands, but also, as

I have been able to confirm later, of broad bands very much
like the average photopic curve, but lacking its expansion into

the blue end of the spectrum. Further out than in 0.600 y I

’ Received 27 May 1941.
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have never seen a maximum (Granit, 1941 b) and maxima in

0.600 /I are not very common. However, for the argument to

he developed in this work it suffices, to begin with, to know that

the maximum of the average photopic curve is located around
0.560 ft.

Kottgen and Adelsdorff (1896) made the first spectro-

photometric analysis of another tj*pe of \nsual purple, the “visual

\'io!ct” in certain freshwater fishes, which possesses a maximum
around 0.530—0.540 ft. Assuming the scotopic curve of such

fishes to follow the absorption curve of their visual \dolet, what
would then bo their spectral distribution of sensitmty after

light-adaptation? "Would the “Purkinje shift” in these eyes be

of the order of magnitude and in the direction of the correspond-

ing change in man and frogs and thus the photopic spectra of

such fishes have maxima around 0.600 p? "Using the reaction

of the sunfish {Lepomh) to a moving coloured (filters) pattern

as inde.v Grgndfest (1932 a, b) came to the conclusion that

this actually is the case and quite rightly regarded his result

as e\*idencc in favour of the view that cone substances are chem-

ically related to rod substances. Otherwise, why did not the

cones of the sunfisli possess the photopic spectrum of man? The

precise form of the frog’s photopic spectrum was not at that time

known. Xow Grundfest’s photopic and scotopic curves were

somewhat distorted by what he held to be absorbing filters inside

the eye. And the work was restricted to that one species of fish.

In particular some control experiments with fish possessing the

visual purple of type 0.500 /t were required. Later we have found

that the frog’s photopic sj^cctrum contains rather widely distri-

buted sensitivity bands, and also that the eye of the white

rat contains a narrow photopic band at 0.600 fi (Granit,

1941 c). This further complicates the issue,

This and other considerations, to be dealt with in the discus-

sion, prompted me to investigate fishes at a relatively early

stage in a program ot research devoted to an analysis of colour

reception wnth micro- and macroelectrodes. In this paper I

have analysed the photopic and scotopic spectra of carp {Oy-

prinus) and tench [Tinea) as representatives of the 0.540 fi vi-

sual violet and of eel [Anguilla) as representative of the type

0.600 ft visual purple. As the work with the relatively pure cone

eye of the greek tortoise [Testudo) unexpectedly shed new

light upon the whole question, a detailed report of these
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results has been included. The spectrum of the “red” isolated

receptor of Tesludo has already been described (Grantit, 1941

a, b).

Method.

The fishes were kept in a aerated basin into which a cage of re-

flecting network, illuminated from above by a 500 W lamp, could

be sunk for light-adaptation. Their eyes were excised, opened and a

microelectrode inserted under a binocular microscope in the manner
described in several earlier papers, one of which (Graxit and Svae-

TICHIN, 1939) was especially devoted to the technique of microre-

cording and controlling the energy of the spectrum.

The discharge, consisting of more or less isolated “spikes” of acti-

vity, was led off to an amplifier connected with a cathode ray and

a loudspeaker. The impulses were simultaneously listened to and
observed on the screen in the usual manner. In some experiments

macroelectrode and string galvanometer were used for the recording

of average curves. All results are given in terms of inverse value of

energy needed for a threshold effect, be it absolute threshold, just

perceptible acceleration of a spontaneous discharge or cessation of

“flicker”. They have always been recalculated in per cent of the

maximum, and sometimes also corrected for presentation in terms

of an equal quantum intensity spectrum (sec legends under the fi-

gures).

Kesults.

1. Some General Observations.

Fish retinae are not very satisfactory material as the locus

under the electrode often quickly dies or looses in sensitivity.

Isolated elements are easily obtained but also particularly un-

stable. An “on”-effect often suddenly changes into an “off”-

effect or vice versa when to all appearance the discharge still

looks as if it came from the same element. However, from all

types of fish a limited number of complete curves were obtained.

To ensure correct placing of the maximum a great number of

observations were taken around this region vdth the result that,

in such cases, the rest of the curve often had to be left undeter-

mined and a new reactive spot to be found. With the carp

the average curve was checked up ^vith the string galvano-

meter. Ho microelectrode experiments were made vith this

animal.
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2. Photopio and Scotopic Spectra of Oyprinus.

Use of the string galvanometer with this fish, of which only

a limited number was available, necessitated relatively strong

light in order to obtain a sufficiently large deflection as index

of sensitivity. This means that both photopic and scotopic ele-

ments are stimulated simultaneously, at least in the dark-adapted

state. According to Wunder (1925) this eye has roughly 38

• .450 ,500 .550 .600 ,650 ju 700

Fig. 1. Average distribution of sen-

sitivity to supra-threshold spectral light

of 0 3 scotopic and O 2 photopic carp.

Broken line traces curve for isolated

“red” element of the tortoise (Gbamt,
1941, a, b). String galvanometer. Spec-
trum of equal quantum intensity.

.450 .500 .550 -600 .650 ^ 700

Fig. 2. Average of 230 readings from

eyes of 14 tortoises {Testudo graeca),

recorded with microelectrodes. Broken
line as in fig. 1. Spectrum of equal

quantum intensity.

rods per 12 cones, or a relatively high number of cone.s. The

a-wave proved a better index than the 5-wave.

Fig. 1 shows the photopic and scotopic spectra of three dark-

adapted and two light-adapted carps. The scotopic curve clearly

is composite and has two maxima, in 0.540 and in 0.600 p,. After

light-adaptation the “green” half of the curve is greatly dimin-

ished and the remaining curve has expanded towards the long

wave-lengths. Light-adaptation is probably not complete. The

curve in broken lines illustrates the distribution of sensitivity

of the isolated “red” receptor of Testudo (Granit, 1941 a, b).

8. The Photopic Spectrum of Testudo.

In this practically pure cone-eye there is no difference between

the photopic and scotopic curves. The eye only increases in

sensitivity dming dark-adaptation. The interesting point here
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is the likeness between the photopic spectra of fish and the cone
spectrum of the tortoise.

From this point of view it seemed of particular interest to

average all the available data on the tortoise’s eye indepen-

dently of the t3;^e of curve to which they may have belonged.

The curve of fig. 2 shows the result. The 230 average readings

Fig. 3. Averages of 90 readings from
4 eyes of the tortoise. Broken line ns in

fig. 1. String galvanometer. Spectrum
of equal quantum intensity.

were all obtained with micro-

electrodes, The curve for the

isolated "red” element is also

shown in the same figure. The
average curve is almost iden-

tical with that of photopic

carps, but its form is, of

course, also determined by the

relative number of readings in

the different regions of the

spectrum.

Now the number of observa-

tions in the short wave-lengths

were few owing to the ease with which red-sensitive elements are

obtained and the difficulty of finding other ones, so that it was
deemed necessary to add a few observations on the composite

response recorded with the string galvanometer. The eye of

Testudo gives chiefly negative electroretinograms with relatively

small positive phases (BER>rHARD, IDil). Therefore the o-wavo
was used as index of sensitivity. The curve obtained is sho^vn

in fig. 3. The presence of blue-sensitive elements is indicated

by the hump in the short wave-lengths. But I have never suc-

ceeded in isolating a blue clement in this eye, be it then that

they do not come isolated or are few in number or of low sen-

sitivity relative to the energy available in my spectrum. Some
caution in interpreting this result is also suggested with all red-

sensitive eyes owing to the fact that the diffusely spreading light

of the spectrum is reddish in character.

Only once I have found a "green” maximum coupled with
relatively low red-sensitivity. This curve is shown in fig. 4. Its

maximum could well be caused by a lovr concentration of visual

violet.

The photopic spectrum of the frog’s eye is composite and for

this reason it is of some interest to show a number of typical

curves from the eye of the tortoise. Fig. 6 illustrates that there
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.450 .500 .550 .600 ,650 f, .700

Fig. 4. Micro-electrode record of dis-

tribution of sensitivity of discharge with
maximum in 0.540 u in the retina of

a tortoise. Spectrum of equal quantum
intensity.

Fig. 5. Showing individual curves for

the distribution of sensitivity to spectral

light in tortoises. Recording with micro-
electrodcs. Equal energy spectrum.

is considerable variability also in this eye among the dominat-

ingly red-sensitive elements.

4. The Scotopic and Photopic Spectra of Tinea.

!Microelectrodes were used in all work tyith the tench. The

relation o£ rods to cones in this fish is about 33: 15 (Wtjnder,

1925). The average curve for dark-adapted fish is given in fig.

6 where it is being compared with the absorption curve of the

visual ^’iolct of the same animal. The latter curve is from a paper

by Bayliss, Lythgoe and Tansley (1936) devoted to spectro-

photometric analysis of %'i5ual purple in fishes. There is close

agreement, except in the blue, where again is found a secondary

rise. If dark-adaptation is insufficient or the bght too strong,

there is also found a hump around 0.600 fx just as in similar cir-

cumstances the frog’s eye tends to give a hump around 0.5 GO fx

(Granit, 1937). As some light is needed to insert the micro-

electrode, it is necessary to wait some time before one begins

to read off tbe values in the different regions of the spectrum.

In fig. 7 is illustrated tbe average pbotopic curve of Tinea.

It tends to be somewhat broader towards the red end than the

curve for the isolated "red” element of Tesiudo, shown, in the

same figure. There is still more variability among the red

elements of this fish than in the tortoise. The reason for this

may be that more observations from the red end were avail-

able. But I am rather inclined to believe that tbe greater varia-
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tion is pliysiological. Occnsionully one could find n tnaxiimitn

ns far out ns in 0.040 with the tortoise, but such curves were

more often seen witli tlio tench. Also there v.*ere sonie very n.'ir*

row curves in the eye of Tinea just ns in the frog’s eye. Sninpks
of individual photopic curves arc sliown in fig. 8.
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5. The Photopie Spectrum of Anguilla.

The so-called freshwater eel has a visual purple of the type

found in frogs and mammals (Bayliss, Lythgoe and Tansley,

1936). Its retina is dominated by rods but is also supplied with

cones (Bayliss, Lythgoe and Tansley, 1936). The eyes of eel

survived better than those of the other fishes and it could

easily be shown that during dark-adaptation the spectrum shifted

to the region of 0.500 [jl. But the attention in this work was

devoted to looking for the extremely red-sensitive receptors

which are found everywhere in the retinae of carp, tench and

tortoise. To this end the microelectrode was shifted from spot

to spot in a search for such red-sensitive elements. But the search

proved fruitless. In the 5 fishes available only curves of the type

previously seen with the frog’s eye were found. Samples are

given in fig. 9. The shortening of the spectrum towards the

red end is very obvious by comparison with the curves shown

in the previous figures.

As a matter of fact it proved very difficult to light-adapt eel.

Most curves tended to give secondary maxima between 0.500 p,

and 0.560 p and it was impossible to find any maxima outside

0.560 p. Strong light-adaptation of the opened excised eye

tended to depress the sensitivity below the threshold of the

energy available in the spectrum. The reason for this is probably

the relative paucity of cones (rods; cones = 143; 7, IYundee,

1925). The sensitivity to red was remarkably low also in absolute

terms and not only by comparison with the maxima found. An
interesting fact was the tendency of the sbghtly dark-adapted

eel’s retina to discharge for several minutes when left illuminated

by the light of the binocular microscope.

Relation between the Tisnal Purples and the Cone
Substances.

Kottgen and Abelsdorfe (1896), Grundeest (1932) and
Bayliss, Lythgoe and Tansley (1936) all came to the conclu-

sion that the maximum of the difference spectrum of visual

violet was located between 0.535—0.540 p, but the last men-
tioned authors also describe a number of other forms of visual

purple with maxima intermediate between the two previously

known substances. Wald (1939) objects to the use of difference
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spectra and seems to hold that there are only two substances,

the visual purple {rhodopsin) and the visual violet, which he

calls porpTiyropsin. The latter substance is found in freshwater

fishes. According to his view intermediate maxima must be

given by mixtures of rhodopsin and porphyropsin. This question

cannot yet be regarded as experimentally decided though Wald’s

suggestion seems probable. But it is of no immediate interest

here as the eyes of the tench (Bayliss et al.) and the carp (Sai-

TO, 1938, AVald, 1939) only contain visual violet. The maximum
of this substance, if not measured as a difference spectrum, is

between 0.520 and 0.530 jj, (Saito, 1938, Wald, 1939). The

measurements presented above for the tench show the values

for 0.520 and 0.540 fi to be respectively 96 and 100 %. The dif-

ference is small and absorbing filters may influence electro-physio-

logical measurements and also spectrophotometric ones, until solu-

tions of visual violet can be guaranteed to be chemically pure.

Too much emphasis should not be laid on the precise distance

in the spectrum between, on the one hand, visual purple and the

photopic spectrum, and, on the other hand, visual violet and the

photopic spectra found in fishes possessing porphyropsin. The

photopic spectra are dominated by components with maxima
which may be some 0.050 fx apart, components which may re-

present narrow or broad sensitivity bands. Though in ’the eyes

of fish having visual violet they average out to a maximum
between 0.600 and 0.620 [x, individual narrow curves in the frog’s

eye also may reach a maximum as far out as in 0.600 jx. But

then individual sensitivity bands in the eye of the tench may
go still some 0.050 [x further out into the red. And this is not

a peculiarity of fish cones as such since the photopic eye of the

eel containing the ordinary visual purple is even less sensitive,

on an average, to red than that of the frog.

The principal conclusion must therefore be that in eyes containing

visual violet with absorption shifted further out towards the red end

by comparison with the type 0.500 fx -sdsual purple, the photopic

spectra of the dominating cone substances are also shifted fur-

ther out in the same direction. This result is difficult to under-

stand, particularly in the light of the experiments with Anguilla,

unless it be assumed that the cone substances are chemically

related to the rod substances. This assumption is as old as the

knowledge of visual purple but it is now based on facts which

otherwise are difficult to explain except as sheer coincidences!

It is quite possible that such substances are being formed in the
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rods during illumination. Such, changes I found it necessary

to assume in order to explain results ^Tith the rat’s eye (Gran.it,

1941 c) but these substances must also be jireformed in the cones.

The discovery in Tcstvdo of a cone-system with similar proper-

ties as those found in photopic eyes containing visual violet

shows that preformed cone-substances cannot be distinguished

from those found after light-adaptation in fish.

Visual ^•iolet and \'isual purple behave similarly in solution

but the spectra of bleached products are, for the latter substance,

uniformly displaced 0.020—0.030 ^ towards the red (Wald,
1939). Thus, for instance, the yellow carotinoid retininci ex-

tracted by Wald after decomposition of \dsual purple has its

counterpart in a deep yellow retininco obtained from similarly

treated solutions of \’isual ^’iolet. Of great interest is the fact

that the vitamin Ai in the eyes of frogs and fishes possessing

visual purple is replaced with vitamin A; in eyes ha-sdng visual

violet (Wald, 1939).

We may regard ^^sual purple as a chromoprotein (Wald,
1935—36; Krause and Sidwell, 1938) with a protein carrier

in which every molecule “carries” about 10 chromophores (Bro-

DA, Goodeve and Lytugoe, 1940). It can easily be imagined

that a small shift in the structure of the linkage between chro-

mophorcs and carrier suffices to change the absorption spectra

and stabilize the structure into something less sensitive to light

than the original form. Weigert (see summary by Weigert

and jMorton, 1940) has made interesting models of visual purple

dissolved in gelatine reproducing characteristics of colour re-

ception. And the “green” substance of the rat’s eye has been

shown to have the absorption spectrum of a “narrow” visual

purple curve (Granit, 1941 c).

V. SxuDNiTZ (1937, 1940) has studied “cone substances” from

the eyes of frog, fish and tortoise and in all cases found maxima

around 0.560 fx. Actually the cone substance of the tortoise,

as we have seen, has its maximum shifted about 0.050 fi towards

the red from that of the frog. This difference is not reproduced

by V. Studnitz’s methods and his results for the tortoise thus

do not show anything like the order of agreement found between

my results and the measurements of visual purple absorption

spectra.^ Tor this reason his work fails to convince.

’ "In Bczug auf ihro Lichtabsorpfcion verhalten sich die Atherextrakte aus

Fisch- und Froschnetzhauten genau gleich den von den Sohildkroten erlialtenen.»

(v. Stod>utz, 1937).
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Evidence for n common origin of rod nnd cone fiuhstance?

has also been supplied by Jran's nnd Zentmire (1934) vlio in

the belief that they measured dnrk-ndnptntion of the rods studied

the early phase of dark-adaptation with a sensory method and

found this phase to bo sensitive to lack of vitamin A in the food.

To those acquainted with the subject of vision it was clear that

cone-adaptation was being studied. With improved technique

Hecht nnd Manpeuuum (1910) confirmed tluir results and

drew the obvious conclusion which .Tean.s nnd Zext.M!RE had

missed.

Colour Ileroptlon.

A discussion of colour reception is better postponed to theo-

retical papers dealing with all the n'siilts assembled with dif-

ferent types ot eyes. The results jtresentetl in tins paper show

that colour reception in fishes and tortoises is org.anired on the

principles previously described for frog? (Granjt and Svae-

TiCHiK, 1939) and rats (Granit, 1911 c). It is also well known
that fishes can be trained to react on the basis of a high degree

of colour discrimination. (Sec c. n. n renew by v. Fp.jfcu, 1925,

nnd later papcr.s mentioned in a book by v. Sti'PNit?., 1940).

In this connexion T only want to point out the limitations

of the micro-electrode technique wliieh choosr.s the common
t}q)0s of elements at the expense of rare ones. From this point

of view it is interesting to compare the average curve from the

eye of the tortoise, taken vdth .stritig galvanometer nnd large

electrodes (fig. 3), with the curves obtained with micro-electrodes

(fig. 5). There is a hump in the green and one in liie blue rejrion,

but with the micro-elect rode I have only once had a definite

"green” maximum nnd never a blue one, though some of the

"red” curves have had a hump in the blue region. With my
very much larger material of curves from the frog's eye I liave

about 3—
4 % of definitely and predominantly "biue” elements.

If with the very red-sensitive fishes nnd tortoises the expansion

and secondary humps in the blue nnd %’iolct region merely were

due to irradiated reddish light in the spectrum it would be dif-

ficult to understand the high degree of selcctiAUty with winch

sensitiveness to short wave-lengths occurs from experiment to

experiment. Cfonsidering that fishes are red-sensitive it is re-

markable how far out into the violet they arc ca})ablc of reacting

to light. This is also the experience of those who have studied
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colour discrimination Avith training metliods (see e. g. Schie-
MENZ, 1924; Wolff, 1925).

The explanation of the fact that dominatingly blue- or violet-

sensitive elements have not been found with the micro-electrodes

must be that these elements are relatively few or else that they
are coupled to the other ones and thus not independent. The
curves indicate that these elements would be sufficiently sensitive,

at least in the eyes of the tench, to be above the threshold of

the apparatus.

In the tortoise it is clear that the broad average curve re-

corded with string-galvanometer hides other elements than the

“red” one which is so easy to isolate.

Summary.

The distribution of sensitmty to spectral light of light-adapted

("photopic spectra”) and dark-adapted (“scotopic spectra”)

fishes and the tortoise {Tcstudo graeca) have been determined

for isolated or a restricted number of elements with micro-elect-

rodes, leading off from the retina to amplifier, cathode-ray and

loudspeaker. In some cases the average distribution of sensitiv-

ity has been directly recorded with string-galvanometer.

Fishes with 'Sdsual violet” absorbing maximally around 0.530

—0.540 fi have scotopic spectra determined by the absorption

curve of this substance; fish (eel) with “visual purple” absorbing

maximally around 0.500 have a scotopic spectrum determined

by the latter substance. The sensitivity to short wave-lengths,

however, is greater than is to be expected from spectrophoto-

metric measurements of visual purples.

After light-adaptation fishes with visual violet give an average

photopic spectrum with maximum between 0.600—0.620

whereas the photopic curves of the -eel (visual purple) do not

have ma.xima further out than in 0.560 /n.

The fact that the photopic curves for different species are

shifted towards the red end in proportion to the scotopic curves

of the same species is regarded as evidence for chemical inter-

relationship between rod and cone substances.

The practically pure cone-eye of the tortoise is found to have

its system of colour reception organized on the same principles

as that of photopic fish with eyes containing visual violet.

The average curves are composite curves, consisting of ele-
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mentary curves, some of ^vhicll nro broad, others narrow, and

having maxima wliich ma}' be some 0.050 // apart in the specirum.

This should form a basis for colour discrimination.

In addition it is necessary to postulate at least one .‘•epnrate

substance sensitive to short wave-lengths.

Comparison of the average curve for the tortoise, as recorded

with string-galvanometer, with that of the isolated "red’’ ele-

ment shows that the latter alone cannot be responsible for the

high values and the ‘'hump” in the green and the blue regions

of the spectrum.

The aiithor is indebted to The Rockefeller Foundation for a

grant to this Laboratory.
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Potassium Interchange in Yeast Cells.^

By

GEORGE HEVESY and NIELS NIELSEN.

Using radiophosphorus as an indicator, phosphate present in

the yeast cells was found to interchange slowly with the phos-

phate of the nutrient solution (Hevesy, Linderstrom-Lang and

Nielsen, 1937). Recently, we extended this investigation to

the heha%*iour of potassium, using radiopotassium (*^K) as an

indicator. In this note, experiments on the uptake and release

of radiopotassium by the yeast cells are communicated.

Experimental Procedure.

The yeast used in our experiments has been grown for three to five

days in beerwort at 25°. A pure yeast culture was applied. The yeast

was separated by centrifuging and was purified by repeatedly sus-

pending it in water and centrifuging the suspension. The suspension

finally obtained contained yeast corresponding to a dry substance

weight of 1.5 gm per 100 cm®.

The nutrient solution (pH = 4.5) had the following composition:

1.4 gm MgSO^-T HjO; 2.o gm NaH2P04; l.o gm KCl; 0.8 gmCaClj*
• 6 HjO; 1.2 gm (NHJjSO^; O.oi gm FcCla'O HjO; 100 gm sacharose;

0.2 y biotin; 100 y aneurin; 2 mgm j?-alanin; 2.o gm citric acid per

liter. The KCl was replaced by labelled KCl in those cases in which

the intrusion of *®K from the nutrient solution into the yeast cells

was investigated.

At the start of the experiment, 1 volume yeast suspension was
mixed with 1 volume nutrient solution. The dry substance of the

yeast was determined in the usual way by filtering the suspension

through a glass filter (1 G 4 Schott) and by drying the yeast at 105°.

The potassium content of the yeast and the nutrient solution was

^ Eeceived 3 June 1941.
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determined by the method of Winkel and Maas (1936) respectively

Kolthoff and Bendix (1939). The samples analyzed contained lO—
20 mgm potassium. The yeast suspended in nutrient solution was
shaken in a thermostat kept at 25°. The samples taken at intervals

were sharply centrifuged; they were not washed before analysis in

order to prevent loss of potassium by the yeast.

In some of our experiments, the KCl content of the nutrient solution

was replaced by labelled potassium chloride; in other experiments,

yeast containing labelled potassium was placed in a non-radioactive

nutrient solution. The labelled potassium chloride was prepared by
bombarding KCl with deutcrons accelerated in the cyclotron. The
radiopotassium used in our experiments had an activity amounting

to less than O.ooi milliCurie. This activity Avas found not to influence

the growth of the yeast.

Kadioactive Analysis.

By comparing the radioactivity of the yeast and the nutrient solu-

tion samples we obtain the ratio of their ‘“K content.* The compari-

son was carried out by using a Geiger counter. As the weight of the

yeast samples was much smaller than the weight of the nutrient solu-

tion samples we mixed some ash of non-active nutrient solution to the

yeast samples and obtained thus yeast samples having the same weight

and almost the same composition as the active nutrient solution

samples. The ash sample obtained by this procedure weighed about

120 mgm. It was put in a small aluminium dish of l.i cm diameter

and placed under the window of the Geiger counter. The procedure

described above has the advantage that the absorption of the radio-

active (^) radiation in the samples, the activdty of which is to be

compared, becomes equal and thus can be disregarded.

Results.

In some experiments (I, II, and III), labelled yeast was sus-

pended in non-labelled nutrient solution and by analyzing the

samples taken at intervals the amount of was determined

which migrated from the yeast into the nutrient solution. The

labelled yeast was obtained by growing yeast in a nutrient so-

lution containing labelled potassium.

In other experiments (IV and V), non-labelled yeast was placed

in nutrient solution containing labelled potassium. At different

intervals, samples of yeast and nutrient solution were taken and
their and their total potassium contents were determined.

* The “natural” radioactivity of potassium could be neglected in our experi-
ments.
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Table 1.

Analytical data.

a) Yeast placed in nutriiion solution containing

Time
in

hours
Fraction

K content of
100 cc in

mgm

Distribution coefficient

between yeast and
nutrition solution

Percentage
increase in

the dry
substance of
the yeast

Total
potassium

«K

Nutrition solution 21.8 miiiii
0 Y'east 9.1 0.43 0

Total 30.4 mHi
Nutrition solution 19.1

2 Yeast 12.0 0-68 0.38 5.5

Total 31.1

b) Yeast containing ^~K placed in nutrition solution.

Time
in

hours
Fraction

K content of

100 cc in

mgm

Distribution coefficient

between nutrition

solution and yeast

Percentage
increase in

the dry
substance of

the yeast
Total

potassium

Nutrition solution 20.0

20 Yeast 11.7 1.71 0.91 9.9

Total 31.7

Nutrition solution 17.4

44 Y^east 14.1 1.28 1.14 1.0

Total 31.0

The analytical data obtained in the first experiment are re-

corded in Table 1. In this experiment, non-labelled yeast was

first placed in a labelled mitrient solution and, after the lapse

of 2 hours, a sample of the yeast and a sample of the nutrient

solution were analysed. The next step was to place the centri-

fuged yeast which now contained in a non-labelled nutrient

solution. One sample was taken after the lapse of 20, another

sample after the lapse of 44 hours. Chemical and radioactive

analyses of the samples were then carried out.

23

—

ill475. Acta phys. Scandinau. Yol. 2.
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Table 2.

Distribution of between yeast and nutrition solution.

Num-
ber of

experi-

ment

Time
in

hours

Distribution coefficient of be-

tween yeast and nutrition solution

respectively between nutrition

solution and yeast* Strength
of

fermentation

Percentage
increase in
the dry

substance of

the yeast

Assumed
total

potassium
exchange

Found

started with active nutrition solution

2 O.IC 0.63 0.38 slight 5.6

I
Started with active yeast

20 0.03 1.71 0.91 very strong 3.9

44 0 1.23 1.14 very strong 1.0

Started with active nutrition solution

II
2 0.26 0,90 1.05 very strong 11.3

Started with active yeast

2 0.01 1.04 0.14 fairly strongSB
Started with active nutrition solution

III
2 0.16 0.61 0.14 fairly strong 5.7

Started vrlih. active yeast

2 9 1.84 0.14 very strong 1.1

!

Started with active nutrition solution

IV 1.6 0.33 0.88 O.Go very strong 4.8

23 0.78 1.48 1.61 very strong 56.6

Started with active nutrition solution

Y
22 0.64 1.19 0.96 very strong 166.8

22 0.73 1.14 0.86 very strong 174.6

The- results of our experiments are seen in Table 2. In columns

3, 4 and 5, data on the distribution of between yeast and
nutrient solution are given. In those cases, in which non-labelled

yeast was placed in labelled nutrient solution, the ratio of the

* In the first mentioned case -n-e start with radioactive nutrition solution,

in the second case with radioactive yeast.
® Due to increase respectively decrease in the potassium content of the yeast.
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content of yeast and nutrient solution of equal volumina is

stated. In the converse cases, the ratio of the content of

nutrient solution and yeast is given.

In column 3, the values of the distribution coefficient of

are to be seen which we should expect to be present in the case

that no exchange of potassium between yeast and nutrient so-

lution took place. Due to the increase of the potassium content

of the yeast during fermentation, will accumulate in the

yeast even in a total absence of potassium exchange between
yeast and nutrient solution. If we denote the increment in the

potassium content of the yeast by a and the original con-

tent of the nutrient solution by b, the ratio of the content

of the yeast and the nutrient solution will work out to be —
b—

a

In this calculation, the absence of a potassium exchange between

yeast and nutrient solution is assumed. In a similar way, the

corresponding figures are calculated in those cases in which

labelled yeast is placed in non-labelled nutrient solution, in

which a decrease wiU also lead to a change in the content

of the yeast without any potassium exchange taking place be-

tween yeast and nutrient solution.

In column 4, the distribution coefficient is stated which we
should expect in the case of a full interchange taking place be-

tween yeast potassium and nutrient solution potassium. The

figures are calculated from the data of the chemical analyses.

In the case of a full interchange, the ratio of the and of the

total potassium content of the yeast and the nutrient solution

must ob\’iously be the same.

In column 5, the values found for the distribution coefficient

are stated.

If no exchange took place the values of column 5 should cor-

respond to the values of column 3 while, in the case of a full

interchange, the values of column 5 would correspond to the

values of column 4. In the case of a partial interchange, the

values of column 3 would lie between the corresponding values

of column 3 and colunm 4. The difference between the values

of columns 4 and 5 will decrease with increasing interchange.

Since, with increasing interchange, the content of the nu-

trient solution, respectively of the yeast, is getting more and

more "diluted” by non-active potassium moving in the opposite

direction we shall underestimate the extent of the interchange
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in tlie case of a strongly pronounced intercliange. In this case,

the interchange is in fact markedly larger than indicated by the

figures of column 5.

In experiments II and IV, one of the values found experi-

mentally is larger than the value expected in the case of a total

interchange. This result may be due to experimental errors, an
alternative explanation being the following. In the earliest

phase of the experiment, potassium of very high specific, activity

penetrates into the yeast where it gets partly incorporated in a

comparatively stable compound which does not get renewed

during the experiment.

Conclusions.

As seen in Table 2, already in the course of 2 hours a propor-

tional partition of between nutrient solution potassium and

yeast potassium is obtained, indicating that a full interchange

has taken place between the potassium present in the solution

and the potassium present in the yeast cells in experiment II,

m which the yeast has shown a very strong fermentation. In

experiment III, in which the fermentation was much weaker,

the extent of exchange was a very restricted one. In experi-

ment I, in which only a slight fermentation took place, about

half of the yeast potassium interchanged with solution potas-

sium. In experiments taking 22 and 23 hours, respectively,

(IV and V), most potassium exchanged.

In all these experiments, the partition of added to the

nutrient solution between yeast and solution was followed. In

another set of experiments, the opposite was the case. We have

grown yeast in a solution containing and suspended the yeast

in a nutrient solution containing inactive potassium. In the

course of 2 hours? only, a slight interchange took place (II and

III); in the course of 20 hours (I), a very appreciable interchange

was observed; after the lapse of 44 hours (I), the interchange

was complete. In the two last mentioned cases the fermenta-

tion was very strong; in the two first mentioned cases the fer-

mentation was restricted.

A survey of the figures obtained suggests that fermentation

promotes interchange between cellular potassium and potassium

present in the solution. This result can be interpreted by

assuming that potassium permeates the cell waE of the fer-
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meriting yeast easier than the cell wall of non-fermenting yeast.

An alternative and not less probable explanation is the following;

We assume that potassium is partly present in the yeast cells

in chemical binding and that the organic compounds containing

the potassium degenerate and get resynthesized constantly, and
it is in the course of the last mentioned process that has
opportunity to be incorporated into the potassium compounds.
It is to be expected that, during intense fermentation, the proc-

ess of renewal of the potassium compounds, which is presum-
ably intimately connected with the metabohc processes going

on in the yeast cells, will be strongly enhanced and, correspond-

ingly, the incorporation of in the organic compounds will

be accelerated. On this view, it is not so much an increase in the

permeability of the cell membrane during intense fermentation

which is responsible for the enhanced potassium exchange but

the accelerated metabolic rate inside the cell.

It is of interest to remark that Pulver and Verzar (1941)

recently found that there is an intimate connection between

carbohydrate metabolism and potassium uptake denoted in this

note as "additional uptake” of potassium in contrast to potas-

sium exchange. They found a large amount of potassium to

enter the yeast cells after addition of glucose, the potassium

leaving again to a large extent after fermentation starts. This

beha^^our is presumably due to an incorporation of potassium

into the intermediary products of the formation of polysaccha-

rides. When fermentation starts, duo to the decomposition of

these products, the free potassium content of the yeast cells

increases. Such an increase is bound to lead to an exodus of

cellular potassium and, since, as shown in this note, the mem-
brane of the yeast cell is easily permeable to potassium ions

the excess free potassium will soon leave the yeast cells.

Summary.

The interchange of potassium between yeast and nutrient so-

lution was investigated by using radiopotassium (‘^K) as an

indicator.

In strongly fermenting yeast, a full interchange was found to

take place between the potassium of the yeast and the potassium

of the nutrient solution in the course of 2 hours. In most
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experiments in -vyMcIi tiie fermentation was slight, a much slower

potassium exchange was observed.

The effect of fermentation on the rate of potassium exchange is

possibly not so much due to an increase in the permeability of

the yeast cell membrane to potassium as to an enhanced rate of

resynthesis of potassium containing compounds under fermen-

tation. Such a process will lead to an acceleration of potassium

interchange.
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Some of the hitherto published methods for determining vita-

min Bj, by oxidation to tbiochrome and measuring the resulting

iluorcsccncc (Ja>’skn, 1936, Westenbrink, 1937—38, Kabreb
1937 a and h, Cerecedo 1937, Ritsert 1938 a, b, 1940 and
Waxo 1939) have been tried by the author. But when the de-

terminations were made on urine, the results were not repro-

duccablc.

The purpose of the present investigations has therefore been

to work out a reliable and comparatively quick and simple meth-

od for the determination of Bi in urine, as such determinations

must he considered of importance for the understanding of the

physiology and clinic of ^^tamin Bj.

From the following it "will he seen that if the modification of

the tbiochrome method described by Wang and Harris is altered

at certain points, it may be used for the determination of vita-

min Bi in urine.

As the present investigations arc based on the Wang and

Harris’ method, which we cannot assume to be commonly

known, their procedure is given in extenso:

(1) Preliminary washing.' Measure 5—8 ml of urine into a 15 ml

graduated centrifuge tube, add an equal volume of isobutanol and 2

• Received 3 Juno 1941.
* For routine dolcrminutiona this step is not usually necessary, but for accu-

rate work and with certain urines containing largo amounts of interfering^ sub-

stances it is desirable (and may bo essential) to give the urine this preliminary

washing. With an occasional specimen n second and even third washing may
be necessary.
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drops of 10 per cent HCl. Shake vigorously for 2 minutes and centri-

fuge. Note the final volume of the aqueous layers. Discard the isobu-

tanol layer.

(2) Oxidation. Measure three 1

—

2 ml portions of the extracted

mine, depending on the concentration of vitamin Bj in it, into 3 gra-

duated glass-stoppered cylinders of 25 ml capacity. Add to each 2 ml
of CH3OH. To the first 2 of these cylinders add 1 ml of 30 per cent.

NaOH and mix. To the first cylinder add 2 per cent E3Fe(CN)6 from
a graduated pipette cautiously drop by drop, shaking between each

addition until the colour is just slightly more yellow^ than in the second

cylinder, which has no K3Fe(CN)6, and is to be used subsequently

as a control. The slight colour should stay for at least Yj minute.

Notice the volume of K3Fe(CN)3 so required. Add exactly the same
amount of K3Fe(CN)6 to the third cylinder (i. e. the one without NaOH),
mix, and then add 1 ml of 30 per cent. NaOH. Mix and allow to

stand for 1 minute. Cylinder no. 1, used to determine the amount
of K3Fe(CN)6 needed, is not further required.

(3) Ectraciion of thiochrome. Add 10 ml of isobutanol to both cy-

linders nos. 2 and 3, and shake vigorously for 2 minutes and allow the

layers to separate.

(4) Washing and drying. Cylinders nos. 3 (“unknown”, with ferri-

cyanide) and 2 (control, without ferricyanide) arc now treated iden-

tically as follows. Kemove the bottom (aqueous) layer, with a long

pipette fitted with a rubber teat. Add 4 ml of water to each cylinder

and shake vigorously for 1 minute. Again allow the layers to sepa-

rate. Make up the isobutanollayer to 15 ml with fresh isobutanol and
remove it to a dry conical flask. Add gradually approximately 4 g.

of anhydrous NajSOi to each flask, shaking during the addition; filter

through the isobutanol-extracted filter papers® into clean dry test

tubes and take 10 ml of the clear filtrates for comparison of fluores-

cence. (Alternatively, in place of the drying with sodium sulphate

the solution may be clarified by addition of 1 ml of ethanol and the

filtration omitted).

(5) Comparison of fluorescence. Place the two test-tubes side by
side in front of the Wood’s glass window of the ultra-violet lamp,

inclining them towards the body at an angle of approximately' 60° to

the horizontal so that the eye can look into the tubes. Add the stan-

dard (see below) little by little from a graduated pipette to the control

rmtil the fluorescence exactly matches the unknown. Add to the

“unknown” isobutanol equal in volume to the amount of the standard

added to the control, so as to make the final volume of the two tubes

the same. The contents of the tubes may be mixed after each addi-

tion by pouring backwards and forwards into another dry test tube.

From the volume of the standard used the content of aneurin can be

* Avoid an excess of ferricyanide. This is very important and should be care-

fully carried out; otherwise it will bo impossible to get a perfect match of floures-

cence.
* Filter papers, extracted with isobutanol for not less than 12 hours in a Sox-

leth apparatus, until foimd to bo free from fluorescent substances in blank deter-

minations.
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calculated, e. g. if x= tlie no. of ml used of standard, liaving a con-
centration of y micrograms per ml, v = the volume of urine used,
V = the total output of urine per 24 hours, the aneurin content of
the urine = : 10 x V : v micrograms in the 24:-hour specimen.

Author’s own Investigations.

The Wang and Habris’ method proved very useful for deter-

mining the aneurin contents of pure aqueous solutions. In about
60 analyses on solutions containing 0.01—0.75 y per ml the dif-

ference between the calculated and the determined values was
in no case more than 4- 10 per cent.

When, however, the method was tried systematically on urine,

a number of useful technical modifications were introduced,

which are briefly described below.

1) Preliminary test. It is the object of the preliminary test

to determine how much potassium ferricyanide is necessary for

optimal oxidation of aneurin to fluorescent thiochrome. In pme
aneurin solutions variations in the quantity of potassium ferri-

cyanide are of practically no importance; only when a consider-

able excess of K3re(CN)B is added further oxidation may lead

to the formation of a non-fluorescent compound of aneurin (as

shown by Jansen 1936).

In the case of urine this is not so. Different urines contain

varying amounts of non-specific reducing substances and there-

fore require equally varying amounts of oxidising substance.

Some authors have totally neglected this fact and use the same

quantity of K3Fe(CI4)<; for all urines, so it was very creditable

that Wang and Harris (1939) (and Eitsert 1940) introduced

a preliminary test in order to determine how much K3Fe(CN)6

is necessary for each analysis.

For the control of this preliminary test I have made a long

series of experiments in which I tried to recover known quantities

of aneurin that had been added to urine, and it may be briefly

said that these experiments have shown that the said prelimi-

nary test is not reliable, as it was only exceptionally that the

added aneurin was recovered quantitatively.

This turned out to be due to the fact that the amount of po-

tassium ferricyanide indicated by Wang and Harris’ prelimi-

nary test was nearly always too small; optimal oxidation is not

obtained when the urine after the addition of potassium ferri-
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cyanide is “just slightly more yellow” than the control, not

until the addition of the potassium ferricyanide causes a very

intense yellow colouring. Moreover, in the work of Wang and
Harris the quantities of potassium ferricyanide used are not

stated. Eitsert states that for 2.5 ml urine he uses 1 to 2 ml

1 per cent K3Fe(CN)(j. According to my experience this quan-

tity is usually too small (vide tables below).

Instead of the above preliminary test the following procedure

was found suitable by the author. The urine is made alkaline

and potassium ferricyanide is added in excess, the sample is

then allowed to stand till oxidation has taken place (2 minutes

at room temperature). The urine is now acidified and using

Cetopalin as indicator the liberated potassium ferrocyanide is

titrated with ceriumsulphate. The necessary amount of cerium-

sulphate corresponds closely to the quantity of potassium ferri-

cyanide used to the oxidation.

Table I gives the titration figures for 10 samples of urine oxi-

dised with 75, 100, 125 and 150 per cent of the amount of po-

tassium ferricyanide determined in this manner; further the

table contains corresponding figures for the same urines after

the addition of known quantities of aneurin (1 ml of a 1 y per

cent solution usually being added to 9 ml urine); the calculated

titration figures of the latter urines have also been recorded.

If agreement between the determined and the calculated titra-

tion figures of the urinary samples to which aneurin has been

added (columns D and E of the table) is considered a criterion

that the amount of potassium ferricyanide used is "optimal”, it

will be seen that the amount must lie between 100 and 125 per

cent of the amount determined by the preliminary test. This

is verified by table II in which 10 other urines chosen at random
have been put down; they were oxidised with 110 per cent of

the amount of potassium ferricyanide determined by the prelim-

inary test. Ii is seen that in all samples there is excellent agree-

ment between the calculated and the analysed values.

Besides the variations in technique due to this new form of the

preliminary test as described above, the folIo^ving, less important,

modifications have been found useful;

II: Ordinary non-graduated centrifuge tubes are used. The ne-

cessity of using graduated tubes is not evident from Wang and Har-
ris’ description.

Ill: From the time of the preliminary test until the final centri-

fuging the whole procedure is carried out in a separatory funnel.
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Table I.

A: the amount of 1/25 n potassiumferricyanido necessary for osidatmn as

mined by the preliminary test, expressed in ml, B; the amou p ^
ricyanide used for oxidation, C: titration figures for urine '^l^thout adMion of

an^in (i. e.: the number of ml “standard” for titration), Drtitratm^
for urine to which a known quantity of aneurm has been added, E. calculatea

titration figures for urine after addition of a known quantity o a
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Table n.

Xr, - B c D E

11 0.95 1.05 1.45 2.35 2.30

12 1.85 2.0J 2.25 2.90 3.02

13 1.18 1.30 1.65 2.45 2.48

14 1.90 2.09 2.50 3-15 3.25

15 1.20 1.32 2.15 2.85 2.97

16 3.00 3.30 2.85 3.45 3.50

17 1.90 2.09 1.95 2.80 2.75

18 1.10 1.21 2.15 2.85 2.93

19 1.25 1.38 1.95 2.75 2.75

20 1.15 1.27 1.C5 2.55 2.48

A: the amount of 1/25 n potassiumferricj-anide necessarj^ for oxidation as deter-

mined by the preliminary test, expressed in ml, B: the amount of potassiumferri-

cj-anido used for oxidation, C: titration figures for urine u-ithout addition of ane-

urin (i. e.: the number of ml “standard” used for titration), D: titration figures

for urine to which a kno^vn quantity of aneurin has been added, E: calculated

titration figures for urine after addition of a kno^vn quantity of aneurin.

n^': All 15 ml isobutanol are added at once, which must be con-

sidered more accurate than addition in 'two lots as indicated by Wang
and Harris,

V: The isobutanol solution to be used for final titration is centri-

fuged whereby the use of filterpaper and the laborious task of freeing

the paper of fluorescent substances is completely avoided.

VI: When titrating with the procedure used by the author it was
found that the addition of isobutanol to the “test” with the addition

of standard to the “blank”, as indicated by Wang and Harris, were

of no importance and this part was therefore omitted.

VII: It is often difficult to decide the exact point when fluores-

cence is the same in both tubes. The titration is therefore carried to

the point when the “blank” fluorescences just perceptibly more than

the “est”, when the tubes are changed over, and a few drops of the

standard are added to the “test”, until the fluorescence of the latter

is again the stronger.

The modified procedure is now as follows:

Technique.

I. Washing. The urine is acidified with a few drops of 25

per cent HCl to a p^ of about 3 (bromphenolblue indicator

paper). Urine is placed in two 15 ml centrifuge tubes —- not

quite half way; equal parts of isobutanol are added, the tubes
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shaken vigorously for 2 minutes and afterwards centrifuged for

about 1 minute at about 3,000 rev. per minute. The isobutanol

is drawn off with a water suction pump. The procedure is re-

peated once or twice, depending on the colour intensity of the
urine.

II. Preliminary test. 2 ml washed urine are measured into

a porcelain dish, and 2 ml methylalcohol are added, followed

by 3 ml n/25 potassium ferricyanide 1 ml 30 per cent NaOH.
The sample is allowed to stand for 2 minutes, and then 4 ml

50 per cent sulphuric acid and 10 drops of a 0.1 per cent solu-

tion of Cetopalin C in distilled water (this solution will only

keep for 3 days) are added. Titration is now carried out with

1/50 n ceriumsulphate in 5 per cent sulphuric acid until the

pure yellow colour changes to orange-red. If, say, for this titra-

tion a ml ceriumsulphate were used, the amount of potassium

ferricyanide necessary for oxidation is a/2 -f 10 % ml (= b).

If more than 6 ml ceriumsulphate were required for the titration,

the preliminary test is repeated on a sample of urine which has

been diluted with equal parts of water.

III. Oxidation. 2 ml of the washed urine and 2 ml methyl

alcohol are measured into each of two cylindrical 50 ml separa-

tory funnels with glass stoppers, A and B. b ml 1/25 n potassium

ferricyanide are added to B, and immediately after 1 ml 30 per

cent NaOH is measured into both funnels. The samples are

left to stand for 2 minutes. 15 ml isobutanol are added to both

and they are shaken vigorously for 2 minutes, after which they

are left to stand till the layers have distinctly separated (a few

minutes). The water layer is drawn off and 4 ml distilled water

are added. The separatory funnels are again shaken vigorously

for 1 minute and left again till the layers have separated and the

water is again drawn off. The isobutanol is dehydrated by gra-

dually adding 4 grammes of H-O-free sodium sulphate, while

shaking. The isobutanol solution is poured into centrifuge tubes

and centrifuged. 10 ml A (“blank”) and 10 ml B (“test”) are

measured into equally graduated, fluorescence-free tubes and

are now ready for titration. The “standard” is prepared in a

similar manner; 2 ml of a 1 y per cent solution of aneurin hydro-

chloride (which will keep in the refrigerator for several months)

are measured into a separatory funnel; 2 ml methyl alcohol,

1 drop of potassium ferricuanide and 1 ml NaOH are added;
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the “standard” is allowed to stand, is washed, dried, etc. as

above. In this way each ml will contain 0.133 y thiochrome.

The standard is prepared fresh every day.

IV. The titration. Titration is carried out in the dark room;

the tubes are placed side by side at an angle of 30° to the vertical

about 10 cm from the mercury-quartz lamp (Philips H. P, 'W'. 75).

The solutions are viewed from the mouth of the test tubes. The
“standard” is now added from a microburette until the “blank”

fluorescences just more than the “est”; the tubes are changed

over, and a few drops are added to the “test”, until the fluo-

rescence of the latter is again the stronger. Half the difference

between the figures is deducted from the first figure; this gives

the titration figure (x). Calculation. The quantity of urine used

for analysis is 1.33 ml (2 X 10: 15); a certain amount of urine

(y ml) must then contain x x y X 0.133 : 1.33 = x X y : lOy
aneurin.

Urines -with a large concentration of aneurin (e. g. following

tolerance tests) should be diluted, so that not more th.an 4—5 ml

standard are used for titration, because if more is used the accur-

acy of the titration decreases.

Discussion and results: The decisive proof that the “titration

figures” obtained with the above method actually are a measure

of the vitamin Bi contents of the urines analysed can probably

only be given by biological control experiments. But the follow-

ing three facts show that the probability of this presumption

is indeed very great:

1) If aneurin is added to urine, it may be recovered quanti-

tatively, as shown in the tables II and III, and as may be seen

from the following analyses of 2 urines, to which aneurin has

been added in varying amounts:

(3 .50 ) 4.75 (4 .50 ) 0.15 (5 .50 )

2.50 (2.44) 3.35 (3.44) 4.30 (4 . 44 )|

Titration values (calculated figures in brackets).

I: Urine without addition of aneurin,

II: 9 ml urin + 1 ml of a 1 y per cent solution of aneurin,

III: 9 ml urin -f- 1 ml of a 2 y per cent solution of aneurin,

IV: 9 ml urin -{- 1 ml of a 3 y per cent solution of aneurin.
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2) Administration by mouth or parenterally of aneurin to
normal indi%ddiials causes a regular increase in the titration

values for the urine (a report on investigations in this field will

appear later).

3) Six urinary samples with titration figures corresponding

to a idtamin content of 1.35—4.39 y per cent were heated

in the autoclave at 132° C. for 5 hours, after which the titration

figures were again determined. Theoretically the titration figures

should hereby fall to 0, if they were alone due to the urinary

contents of vitamin B^. In the six samples in question the de-

crease was 93—90—85—88—100 and 89 per cent respectively

of the titration values before heating in the autoclave. This

suggests that about 90 per cent of the fluorescence measured

originates from vitamin Bj. On the other hand, it may be, ac-

cordingh’, that the method has a systematic error, the values

determined being about 10 per cent higher than corresponding

to the true vitamin Bi contents of the urine.

The accuracy of the method used is determined statistically

from the results of repeated determinations on the same urine,

as shown in the following two examples:

Titration figures for C: 1.15 1.07 1.11 1.10 1.15 1.15 1.14

» » » D: 0.50 0.50 0.55 0.55 0.52 0.52 0.52

This gives a standard deviation on each observation of 0.0206

for C and a variation coefficient of 3.58 and for D a standard

dc^^ntion of 0.1315 and a variation coefficient of 2.93, which

means that the anal3'ticnl error hardly" exceeds i 10 per cent.

A comparison between the figures determined by analyses and

the calculated figures in Tables II and III gives the same result.

As a general rule it is recommended to make duplicate deter-

minations; with some practice such a determination may be

made in 1 to !*/• hours.

For the sake of comparison analyses have been made on 10

urines chosen at random, partly by the method of Wang and

Harris (I) partly by the author’s method (II) — 1/25 n potas-

siumferricyanide being used in both cases for the sake of com-

parison. The results have been recorded in Table III. It may

be seen: a) that in method II more KsFc/CNIg is used than in

method I, b) method II results in higher titration values than

I. c) Added aneurin may be recovered quantitatively by method

II, but not by I.
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Tnblo III.

Nr. A 11 C D E

21 I 0.1 ft O.io 2.15 2.55 2.97

11 1.00 1.10 2.35 .3.15 .3.11

22 I 0.20 0.20 0.05 1.15 1.58

ir l.is l.CO 1.15 2.15 2.20

23 1 0.25 0.25 1.15 1.12 2.03

II 2.3.5 2.59 2.40 2.95 3.10

2-1 I 0.25 0.25 2.70 2.90 3.48

II 1.05 1.10 .3.20 3.72 3.8.8

25 1 0.21 0.21 0.59 1.25 1.53

II 1.15 1.27 1.05 1.91 1.91

20 I 0.20 0.20 0.30 0.50 1.27

II 1.90 2.09 1.x, 2.10 2.21

27 I 0.25 0.25 0../7 1.20 1.51

II 1.20 1.32 0.80 1.S5 1.72

28 I 0.25 0.25 0..35 0.05 1.31

II 2.10 2.01 2.15 2.95 2.93

20 I O.nr. 0.35 0.52 1.15 1.47

II l.ftO 1 .70 l.Ift l.se 1.99

30 I 0.15 0.15 0.35 0.4 5 1.31

11 l.t'5 2.15 1.15 1.95 2.03

I: Waxo nnd llAnnis' metiHKl. II: own nH-tlifxI.

A: the nmount of l/2.'i n pota'i'ium fcrricynnid'.' rire'*<<!'»ry for oxidation ft's

dctcnnincd by tlio prclinsinary tc<t. oxprr.-'isxl in jnl, B: tiio ntnount of jvjtae.

fiium ferric3’anid(' used for o.xiciation, C; titration fi^tiroA for urine without
addition of ancurin (i. <•.; the iitimber of rnl ‘Vtandard" ti«'-'d for titration),

D; titration figures for urine to whicli a known qunntitj' of ancurin has been
added, E: calculated titration fi,:urct for urine after addition of a known
quantitj’ of aneurin.l

Of late a long series of publications dealing with determina-

tions of the daily output of vitamin Bj in urine have appeared,

particularly from Germany. The vitamin has been determined

by various modifications of the thiochromo method (vide e. g.

WESTEXimixK 1937—38, Kakp.ep. 1937 b, Kitsebt 1938 a, b,

1940, ^Magyar 1910). The results given vary within very wide

limits; the physiological varintion.s certainly seem to be large;

but the great differences between the restilts of various investi-

gators might also be caused by analytical errors; it is the hope

of the author that the present work has helped to eliminate such

errors. The lowest value stated is 17—Gl y per day (Gunn 1939),

the highest 90—'180 y per day (Wang nnd Harris). In the e.v-

perience of the author, so far very limited, the values are nearer

to the latter figures than to the former.
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Summary.

After a tliorough examination of different thioclirome test

from the literature regarding determination of the Bi-vitamin

content in urine, it is shown, that the analytical results to

a high degree depend on the amount of potassium ferricyanide

used in oxidation.

When WanGt and Harris’ method is modified according to

the author, aneurin can he determined in urine with an accuracy

of ± 10 per cent.
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Aua dem physiologischen Institut der Universitat Aarhus.

Uiitersiicliiiiigcii fiber die Perineabilitat

der roteii Blutkdrperclieii bei

iioriiialen Meiisclien.^

Dio Dedeiitung Ton Alter, Blutgrnppe
iind Sclnvangersclinft.

Von

S0REN L. 0RSKOV.

Ill ciner kiirzlicli crschicnenen Arbeit beschricben Meldahl
und 0RSKOV (1940) cine pliotoelcktrischc Methodc zur Bestim-

mung der Pernieabilitiit der roteii Blutkorpcrcbcn, Die Methode

i.st cine Modifikation der von 0rskov (1935) angegebenen. In

dieser Arbeit wurde gczeigt, dass die Perineierung dem Fick’.sclien

Gesetz nicht strong foigt. Beziiglicli der Diskussion dieser Ab-

weichung vom Pick’sehen Gesetz sei auf die Arbeit von Meldahl
und 0RSKOV verwicsen. Es empfielilt sich dcsbalb, die Zeiten

anzugeben, die es nacli Zugabc des permeierenden Stoffes nimmt
bis bestimmte Konzentrationsuntersebieden zwiseben der Suspen-

sionsfliissigkeit und der wiissrigcn Phase der Blutkorperclien

erreiclit sind, und daraus die Konstanten fur die Permeierungs-

gesclnvindigkeit, niit Hilfe des Fick’seben Gesetzes zu erreebnen.

In der vorliegenden Arlieit wurden zwei Konzentrationsuritcr-

sebiede gewiildt: die Konzentration des permeierenden Stoffes

in der wiissrigen Pliase der roten Blutkorperclien betrug jcweils

^4 und ^/4 der Konzentration der Suspensionsfliissigkeit; die ent-

spreebenden Konstanten sind mit K, und K, bezeiebnet.

In der besproebenen Arbeit wurde das Blut defibriniert, fil-

triert und mit 99 Teilen 0.9 % NaCI verdiinnt; die Suspension

’ Eingcgnngen am 4. Juli 1941.
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blieb bei Zimmertemperatiir bis zum nachsten Tage (24 Stunden)

steben, da die Permeabilitat des Elutes sicb in den ersten Stunden
verandert.

Da geplant war, die Untcrsucbungcn in diescr Arbeit aucb auf Ver-
sucbc niit Patienten, cvtl. aucb Patienten aus anderen Stadten, aus-
zudebuen, wiire es bei solcben Versucben von Vorteil, vrenn man das
defibrinierte Blut 24 Stunden steben lassen konnte, bevor die Ver-
diinming vorgenommen wird.

Um zu untersueben, ob man bierdureb andere Permeierungszeiten
findet, warden folgcndc Versuebe vorgenommen:

10 normalcn Versuebspersonen wurdc Bint entnommen, das defi-

briniert wurdc; von cinein Toil dor Blutprobc -wurde sofort eine Suspen-
sion 1 : 100 in O.e % NaCl bergestcllt. Die Suspension and das Blut
blieben dann bis zum niicbsten Tag bei Zimmertemperatiir steben;

1 Stundo vor dor Permcabilitiitsbcstimmnng ivurde aus dem Rest des

Blutcs eine Suspension 1 : 100 in 0.9 % NaCl bereitet. Es zeigte sicb,

dass mit beiden Artcn von Blutkbrpcrcbcnsuspensionen nahezu gleicbe

Ergebnisse gefunden wurden, sodass man mit der Herstellung der Sus-

pensionen bis zum niicbsten Tage nacb der Bluteutnabme warten kann,

j\Iit cincr Glasspritzc und. rostfreier Kaniile werden 2—3 cm®

Blut entnommen, das in ein ca. 15 cm® fassendes Zentrifugenglas

cntleert wird; es werden 3—4 grosse Glaskugeln binzugegeben,

das Zentrifugenglas mit einem Gummipfropfen verscblossen und

oinige Minuten kriiftig gescbiittelt bis das Fibrin ausgefallen ist.

Das Blut bleibt nun bei Zimmertemperatur bis zum naebsten Tage

steben, worauf es durcb einen kleinen Wattebauscb filtriert und

die Suspension auf folgende Art bergestcllt wird: 1 cm® Blut wird

mit 98 cm® 0.9 % NaCl und 1 cm® Sorensen Pbospbatpuffer von

Pji 7.3 verdiinnt. Zur NaCI-Losung wurde redestilliertcs, koblen-

siiurefrcies ‘Wasser verwendet. Die Suspension wird 1 Stunde vor

Gebraueb bergestcllt.

Bezuglicb der wcitcren Metbodik sci auf eine friibere Arbeit

(0RSKOV 1930) verwiesen.

Glcicbzeitig mit dor Blutentnabine wird aucb der Hiimoglobin-

gebalt, Hiimatokritwort und in den meisten Fallen aucb die Blut-

gruppe bostimmt.

Bei den vorlicgenden Versucben wurde die Permeierung von 6

versebiedenen Stoffen an der gleicben Blutprobe untersuebt.

Es bandclt sicb um Glycerin, Thiobarnstoff, Ammoniumazetat,

Hexamctbylentctramin, Malonamid und Glukose.

Glycerin, Tbiobarnstoff, Malonamid und Glukose babe icb in

fruberen Versucben angewandt.

Ammoniumazetat babe icb aucb in einem einzelnen Versueb
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benutzt (0rskov 1934); dieser Stoff zeichnet sicb dadurcli aus,

dass er das einzige Ammoniumsalz ist, das ich gefunden habe,

Welches durcb die Anwesenbeit von Koblensauxe und Bicarbonat

nicbt nennenswert beeinflusst 'wird. Ammoniumazetat wird der

Blutkorpercbensuspension in einer Konzentration zugesetzt, dass

die Gefrierpunktserniedrigung die Gleiche wie bei 1 mol Harnstoff

ist (die iibrigen Stoffe sind in 1 mol Losungen der Blutkorpercken-

suspension zugesetzt).

Es sei erwahnt, dass man nicbt damit recbnen kann, dass Am-
moniumazetat wie z. B. Glycerin permeiert. Man kann mit
Wabrscheinlichkeit annebmen, dass das was man misst die

Permeierungsgescbwindigkeit der Azetat-Ionen ist, dies kann man
aber nicbt mit Sicberbeit sagen, und der Grund, warum dieses

Salz verwendet wurde, war festzustellen, ob indi'viduelle Unter-

scbiede in der Permeierungsgescb'windigkeit eines Salzes besteben.

Hexametbylentetramin wurde desbalb untersucbt, weil es

einen anderen cbemiscben Aufbau als die iibrigen verwendeten

Anelektrolyte bat, Es zeigte sicb, dass die mit diesem Stoff

erbaltenen Ergebnisse sebr scbwankend sind. Unter anderem ist

die Permeierung dieses Stoffes sebr pQ-empfindlicb, da Hexa-

metbylentetramin bei mebr alkaliscber Reaktion langsamer

permeiert.

Die Versucbe warden bei ca. 20° vorgenommen; bat die Ver-

sucbstemperatur eine Abweicbung von mebr als 0.2°, sind die

Werte korrigiert, wobei mit einem Qio von 2 gerecbnet "wurde,

mit Ausnahme von Glukose; bier wurde mit einem Qio von 5.25

gerecbnet.^

Die angewandten Losungen steben nacb der Zubereitimg im
Eisscbrank bei 3—4°, vor dem Versucb werden dieselben auf

Zimmertemperatur erwarmt. Wenigstens alle 14 Tage werden die

Losungen erneuert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 1—6 dargestellt. Eiir jeden

der 6 untersucbten Stoffe ist Ki und Kj fur die 50 un'tersucbten,

normalen Personen beiderlei Gescblecbtes im Alter von 11—80

Jabren angegeben.

* Die Apparatur ist nun derart verandert, dass die Temperatnr sehr selten

mehr als 0.2’ von 20’ abveicht; an Stelle der Glaskuvette Kr die Blutborper-

cliensnspension "vrird eine Zellophankfivette verwendet, die ans einer glattcn

Vor- nnd Rnckwand ans Zellophan bcsteht, zwischen •welchen ein U-fonniges,

verzinntes Kupferrohr in das Zellophan eingegossen ist, dnrcb das "Wasser von
konstanter Temperatnr geleitet vird.

Zellophan beeinflusst die Blntkorperchen nicbt, nnd die Suspension nimmt
sehr schnell konstante Temperatnr in der Kurette an.
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Abb. 6.

Abb. 1—6 gebcn die llinntcnkonstantcn filr normale Menschen an. Die Konstanten

sind der ttborsicbtlicbkcit halbcr in SSulen ungcordnct, nnd vrerden anf der Abszisso

ai)gelesen.

9 r= uonnale im Alter von 11—80 Jabren.

O = gebarendc Franen.

A = ncngeborene Kinder (Nabelschnurblut).
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Da Alter, GescUeclit nnd Blutgruppe die Permeierimgsgescli-wiii-

digkeit nicht zu beeinflussen scbeinen, -mirdeii diese Daten. in den
Tabellen nicht beriicksicbtigt.

Zur Erleicbterung der Ubersichtliclikeit sind die Konstanten

fiir die einzelnen Personen in Saulen von runden Flecken gesam-

melt nnd umfassen z. B. fiir Glycerin einen Unterscbied in den
Konstanten von 0,2 nnd fiir Ammoniumazetat von 0.02. Zu
oberst in den Abbildungen sind die Konstanten fiir die Permea-

bilitatsanderungen vom Blut gebarender Frauen und neugebore-

ner Kinder zu seben. Die Werte der Mutter sind als Kreise, die

der Kinder als Dreiecke eingezeicbnet. Diese Versuche sind nicbt

zablreich; die erbaltenen Ergebnisse lassen jedocb eine einge-

hendere Untersucbung als -wiinscbenswert erscbeinen.

Bei alien Stoffen findet sicb eine recbt erbeblicbe Streuung fiir

die Konstanten. Wenn diese nicbt durcb die Metbodik bedingt

ist, lasst dies darauf scbliessen, dass sicb grosse individuelle

Unterscbiede in der Permeierung der untersucbten Stoffe finden.

Friibere Untersucbungen (0eskov 1937) liessen ein derartiges

Ergebnis erwarten. Beim Kanincben zeigten sicb fiir Glycerin er-

bebbcbe individuelle Scbwankungen in der Pernaeierungsgescbwin-

digkeit; bei Tbiobarnstoff bingegen voirde dies nicbt festgestellt.

Die Versucbe von Bang und 0rskov (1937) zeigten bei normalem

Versucbsmaterial recbt bedeutende, individuelle Unterscbiede.

Es bestebt indessen kein Zweifel, dass Permeabditatsversucbe

in der Art der bier vorgenommenen sebr empfindUcb sind. Das

Blut kommt in Beriibrung mit der Spritze, Kanide und Kiivette,

und es ist scbwierig die Losungen binsicbtlicb Zusammensetzung

und Ph konstant zu balten. Es "mirde friiber gezeigt, dass Spuren

von Kupfer (Jacobs und Corson 1934) oder Blei (0rskov 1935b)

eine Veranderung der Permeabilitat verursacben; die Anwesen-

beit anderer Stoffe kann moglicberweise das Gleicbe bedingen.

Ob Blei die Permeierung von Anelektrolyten beeinflussen kann

ist zwar nicbt festgestellt, aber da gewobnlicbes Glas Blei abgibt,

ist zum Scbutze der Blutkorpercben, der Suspension eine geringe

Pbospbatmenge zugesetzt, die ausreicbend ist, die Bleivirkung

zu verbindern.

Um sicb zu sicbern, dass die gefundenen Unterscbiede in der

PermeierungsgescbTOndigbeit reell sind, wurde das .Blut von 3

Personen in Keiben von Blutproben untersucbt, deren Entnabme
sicb iiber einen Monat erstreckte. Die Ergebnisse sind aus Ta-

belle 1 ersicbtbcb.
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Tabcllo 1,

Glvcerin
Thioharn-

Btoff

Amrao-
nium-
azetnt

Hcxnme-
tylen-

tctriimin
Malonninid Glukose

l.Ci±0.01 0.S02 ±0.01-1 O.-no ±0.024 0.812 ±0.011 0.0527+0.002 0.099 ±0.0015

2.5J+0.12 O.412±O,0lS 0.ss5±0.(o; 0.261 ±0.010 0.0531+0.0032 0.031S±0.0018

I
1.0I±0.(»5 0.251 +O.OOS6 0.42u ±0.011 O.S03± 0.024 0.0131± 0.0020

i

0.0636±0.0036

1.1G±0.01S O.S?G±0.COSG O.9K±O.033 0.266±0.018 0.O143+ 0.0020 0.031G±0.00]2

1.67+0.011 0.21G+0.010 0.n7±0.020 0.2.5S±0.0I3 0.01 18±0.0014 0.0599±0.0017

2.52±0.0U 0.iD3±0.011 0.8?2± 0.024 0.24S ±0.013 0.O435± 0.0028 0.0247±0.0010

1

l.raiO.ec 0.20 J ±0.050 0.ssr,± 0.066 0.220+0.073 0.OlS7± 0.0067 0.070S± 0.0201

1
K, 2.70+0.61 O.^I0±0.0M O.80 ±0.11 0.236 ±0.014 0.O190 ±0.0074 0.0255 ±0.0053

In der Tabelle sind die Mittehverte fur die Konstanten der

untersuclitun Probeii aufgefiibrfc. IVeiterliin ist fiir jede Yersuchs-

person und jeden Stoff der mittlere Febler der Einzelmessungen

bercchnet. Dies ist nicht ganz korrekt, da die Abweicbung \del-

leicht nicht dutch einen Fehler bcdingt ist, sondern dutch Ver-

atiderungen der Kost, das Allgemeinbefinden u. s. u-. verursacht

ist; abor die Zahlen lasscu cine Schiitzung liber die Grosse der

Abweichungcn zu, die man eru’arten kann, trenn man ein Indivi-

duum liber einigc Zeit beobachtet.

Einige der gefundenen )>gr6ssten Abweichungenc sind jedenfalls

dutch die Slcthodik bediugt, dies ist bei Hexamethylentetramin

der Fall, das, ^vic erwiilmt, ein Stoff ist, der besondere experi-

mentelle Schwierigkeiten bietet.

Die Tabelle zeigt deutlich, dass individuelle Unterschiede in

der Permeabilitiit bestehen.

Die 3 untcrsuchten Petsonen mlissen als normal bezeichnet

werden. cine Frau, hat jedoch eine leichte Anaemie (68 %
Hb), die sich sehr schwierig dutch Eisenbehandlung beeinflussen

lasst, abet Anzeichen fiir eine perniciose Anaemie sind nicht vor-

handen. Die Permeabilitiit von R’s roten Blutkorperchen zeigt

jedoch Werte, die den von Bang und 0rskov (1937) bei perni-

cioser Anaemie mit schneller Permeierung (grossen Konstanten)

fiir Glukose (besonders fiir Kj), Thioharnstoff und Malonamid ge-

fundenen entsprechen (9 Blutproben sind untersucht "worden).

Vier normale Versuchspersonen zeigen abet entsprechehde Per-

meierungsgesehwindigkeiten fiir Glukose.
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)>L« ((?, Hb 99 %, 8 Bestimmungen) bat in der Permeierungs-

gescbwindigkeit eine sehr charakteristiscbe Abweichung: Glycerin

permeiert bier sebr langsam und zwar wesentlicb langsamer als

in irgend einem anderen Fall im Normalmaterial, ausgenommen
bei neugeborenen Kindern.

Ki und IC 3 liegen nabe beieinander. Diese langsame Permeie-

rung bat sicb iiber 2 Jabre unverandert erbalten. »S« ist ein

Mann; Hb 92 % und 9 Blutprcben sind untersucbt worden.

In der Tabelle ist aucb der Mittelwert von den 50 normalen,

mit »]Sr« bezeicbnet, und der Mittelfebler der Einzelbestimmungen

aufgefiibrt.

Zur Berecbnung samtlicber Konstanten wurde in dieser Arbeit

folgende Gleicbung verwendet:

K-t = log

•wo t = der Zeit, Cy = der Konzentration des permeierenden

Stoffes in der Suspensionsfliissigkeit und Ci = der Konzentration

in der wassrigen Phase der Blutkorpercben ist.

Diese Gleicbung wurde aucb in der ersten metbodiscben Arbeit

(0RSKOV 1935 a) und von Bang und 0rskov (1937) angewandt,

wabrend Meldahl und 0rskov (1940) das Volumen der wassrigen

Phase der Blutkorpercben in die Gleicbung eingehen liessen; da

sicb aber in dieser Arbeit zeigte, dass die Permeabilitat der Mem-
bran sicb mit grosserem Volumen der Blutkorpercben erbobt,

wurde das Volumen nicbt beriicksichtigt. Dies bedingt keine

grosse Veranderung der Konstanten, jedoch folgen fiir die meisten

der untersucbten Stoffe die Ergebnisse hierdurcb in etwas hoherem

Grade dem Fick’schen Gesetz.

Die angegebenen Konstanten sind blinutenkonstanten, mit

deren Hilfe man die gefundenen Zeiten berechnen kann.

Auf Grund der Kontrollversuche an 3 Versucbspersonen kann

man die in Abb. 1—

6

angegebenen Werte fur die Konstanten als

Ausdruck fiir sehr grosse, individuelle Unterscbiede in der Per-

meierungsgescbwindigkeit der untersucbten Stoffe anseben.

Im Folgenden seien die Konstanten fiir jeden Stoff bescbrieben.

Glycerin.

Die Permeierung des Glycerins folgt dem Fick’schen Gesetz

nicbt. Ki = 1.65 und K3 = 2.70, dies bedeutet, dass Glycerin
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standig sclmeller durcli die Blutkorperclienmembraii dringt;

gebarende Frauen zeigen normale Permeabilitat, dagegen findet

sicb bei ibren neugeborenen Kindern eine sebr langsame Per-

meierung durcb die Blutkorpercbenmembran. Der Unterscbied

ist so gross, dass es als gesichert betracbtet werden kann, er zeigt

sicb sowobl fiir Ki als aucb fiir Kj.

Thioharnsto S'.

Hier zeigt sicb eine geringe Streuung, aucb gebarende Frauen

und neugeborene Kinder zeigen keine Abweicbung. Ki ist im
Mittel 0.29, Ka 0.41; das Verbaltnis zwiscben den Konstanten ist

also ungefabr das Gleicbe ‘vrie es fiir Glycerin gefunden wurde.

Ammoniumazetat.

Bei den Versuchen an 50 normalen Personen ist Ki im Durcb-

scbnitt 0.39, Kg 0.80; aucb bier erfolgt die Permeierung zuerst

langsam und spater scbneller. Da die Permeierungsgescbivindig-

keit sicb aber -wabrend der Versucbe nacb Herstellung einer neuen

Ammoniumazetatlosung etwas anderte, obne dass die Ursacbe

bierfiir gefunden werden konnte, 'vrurde es vorgezogen die Ergeb-

nisse nicbt in Abb. 3 aufzufubren, wo sicb desbalb nur die Werte

fiir gebarende Frauen und deren neugeborene Kinder finden.

Die Konstanten gebarender Frauen liegen normal; die Blutkor-

percben ibrer neugeborenen Kinder geben jedocb kleine Kon-

stanten. Dies entspricbt einer Permeierung, wie dies aucb bei

Glycerin allerdings in weit weniger ausgesprocbenem Grade

gefunden wurde.

Hesametbylentetranain.

Dieser Stoff zeigt eine grosse Streuung. Ki ist im Mttel 0.29,

Kg 0.24, beide Werte liegen relativ nabe beieinander; zuerst

gebt die Permeierung scbnell, spater langsam. Die Konstanten

fiir gebarende Frauen und neugeborene Kinder zeigen keine be-

sonderen Abweicbungen.

Malonamid.

Die Streuung der Konstanten ist gross. Kj ist im SEttel 0.049,

Kg 0.049. Malonamid ist also von den untersucbten Substanzen

der Stoff, dessen Permeierung am besten dem Fickschen Ge-

setz folgt, was Schsnheyder (1934) und spater Meldahl und
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0RSKOV (1940) gefunden haben. Die Permeierung durcb die

Blutkorpercben neugeborener Kinder erfolgt etwas langsamer

als normal. Die Blutproben einiger gebarender Frauen zeigen

eine besonders scbnelle Permeierung fiir Ki.

Glukose.

Die Konstanten zeigen grosse Streuung. In einem Fall (eine

19 jabrige Frau), v^o keine Symptome fiir eine Krankbeit irgend-

welcber Art vorbanden ware'n, zeigte Kj besonders bobe Werte
d. b, — eine sebr scbnelle Permeierung —. Leider war eine Wie-
derbolung (1932) der Untersuebupg unmoglicb. Ki ist im Mttel
0.071, Ka 0.026. "\Yie friiber von Bjerring und von Meldahl
und 0RSKOV (1940) gezeigt wurde, erfolgt die Permeierung in dem
ersten Teil weit scbneller und wird dann langsamer.

Mebrere gebarende Frauen und neugeborene Kinder zeigen eine

scbnelle Permeierung, dies ist besonders deutbeb fiir Kj, Es sei

daran erinnert, dass erne scbnelle Permeierung fiir Glukose von

Bang und 0rskov (1937) bei einer Beihe von Fallen von perni-

cioser Anaemie gefunden wurde, und dass die Permeierung durcb

Bebandlung mit Leber normal wurde. In 2 Fallen fand sicb aucb

eine scbnelle Permeierung bei anderen Leiden.

Zusammenfassnng.

Die Permeabilitat der roten Blutkorpercben von 50 normalen

Personen im Alter von 11—80 Jabren wurde untersuebt. Als per-

meierende Stoffe wurden Glycerin, Tbiobarnstoff, Ammonium-
azetat, Hexametbylentetramin, Malonamid und Glukose ange-

wandt.

Es zeigte sicb fur dieses Material, dass Blutgruppe, Alter und

Gescblecbt keine Eolle fiir die Permeabilitat zu spielen sebeinen.

Wie sebon frUber gezeigt folgt die Permeierung dem Fick’seben

Gesetz niebt streng. Malonamid und teilweise Hexametbylen-

tetramin bilden jedocb eine Ausnabme. Glycerin, Tbiobarnstoff

und Ammoniumazetat permeieren zuerst scbnell und dann sebr

langsam. Glukose permeiert zuerst scbnell und spater langsam.

Beziiglicb der Bespreebung dieses Verbaltens sei auf eine frii-

bere Arbeit verwiesen.

Die Versuebsergebnisse sind in in Abb. 1—6 zusammengestellt,

es besteben sebr grosse individuelle Untersebiede fiir die Per-
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meierungsgescli'windigkeiten. Dass die Unterschiede nickt durcli

die Methode bedingt sind, -wiirde dadurch gezeigt, dass von 3
Versuchspersonen eine Reihe von Blutproben iiber einen Monat
entnommen ivurden. Aucb bei diesen Personen waren individuelle

Unterschiede vorhanden, die wahrend der Versuchsperiode un-
verandert bestehen blieben.

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, wie gross die gefundenen Abweich-
ungen von den durchschnittlichen Permeierungsgeschivindigkeiten

sind. Ein Teil dieser Abveichungen wird vrahrscheinlich durch

physiologische Veranderungen im Blut verursacht.

Das Blut einer Beihe gebarender Prauen und neugeborener

Kinder (Kabelschnurblut) vurde untersucht.

Die Blutkbrperchen der gebarenden Frauen zeigten in mehreren

Fallen eine besonders schnelle Permeabilitat fiir Malonamid und
Glukose.

Kabelschnurblut hat in alien Fallen eine ausserordentlich lang-

same Permeabilitat fiir Glycerin, veniger deutlich war diese lang-

same Permeabilitat fiir Ammoniumazetat. Die Blutkbrperchen

einer Beihe von neugeborenen Kindern zeigten eine schnelle

Permeabilitat fiir Glukose.

Blutproben wurden freundlicher Weise von Herrn Dr. Carl

Tschernihg, Arzt an »De gamles Hjem» Aarhus, und Herrn Dr.

med. Axel Olsen, Chefarzt der »Fodselanstalten Jylland« iiber-

lassen.

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des P. Carl

Petersen-Fonds ausgefiihrt.
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Aus der tieriirztlichen Hochschule, Stockholm.

Zur Histaminbestiinmuiig in Gcwebsextrakteii.i

A’’on

ERIC AKERBLOM.

Wahrend der lefczten Jahre sind zahlrcichc Untersuchungcn iiber

das Vorkommen von Histamin in vcrschicdenen Organen beim

Menschen nnd bei Versuchstieren verscbiedener Art veroffentliclit

•\vorden. Die Organc variierten (Lungen, Herz- nnd Skelefct-

muskulatur, Blut, Haut u. s. «*,), nnd bemerkcnswertcrveise wur-

den fast uberall grbssere oder kleinerc Mengen Histamin mit Hilfe

zweier Analysemethodcn nacligcwiescn, namlich der Methoden

von Barsoum nnd Gadbuji (1935) nnd von Code (1937), letztere

eine etvas vereinfachte AufJage der erstcrcn.

Das Prinzip dieser Metlioden besteht in eincr Fallung von Blut

oder Organextrakt mit 10 proz. Trichloressigsiiure, Wascliung mit

HCI in verscbiedener Konzentration, Alkohol- oder Atberbehand-

lung, Eindampfen, Verdiinnung mit Wasscr nnd Neutralisation.

Kontrollen vurden zwecks Feststellung ausgefiilirt, wie\del Pro-

zent zugesetzten Histamins sich als Endergebnis vorfindet. Slittels

dieser Verfabren — in letzter Zeit besonders mit Codes Metbode

— bat man beispielsweise im Blut oder in der Haut normaler

Indi\aduen grosse Histaminmengcn ermittelt. Fiir die Haut gibt

ein Verfasser sogar bis zu 30 y pro Gramm an, und fiir Blut •\verden

von anderen bis zu fast 2 y pro ml genannt. In E.xtrakten von

Muskulatur \vurden ebenfalls bemerkenswert grosse Histamin-

mengen angetroffen. Gewisse Verfasser baben aucb von freiem

und »gebundenem<( Histamin gesprocben — letzteres Verbalten

eine ausserst ratselbafte Erscbeinung.

AVenn man vie A^erfasser vabrend eines Zeitraumes von unge-

fabr 10 Jabren die AAb'rkung des Histamins auf den Organismus

^ Eingegangen am 3. Jnli 1941.
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studiert hat, steht man erstaunt gegenuher alien diesen Befunden.
Die Moglichkeit, dass eine so liochgradig aktive Suhstanz im Blut
beispielsweise in einer Konzentratiou von 2 y pro ml unter nor-

malen physiologischen Verhaltnissen zirkulieren konnte, muss ja

in hochstem Grade Erstaunen crregcn, und zwar insbesondere dcs-

wegen, veil provozicrte Histaminosen — z. B. auf bakteriellem

Wege — deutlichc Krankheitsbilder in akuten Anfallen, in denen
die Histaminkonzentration des Blutes nicht melir als 1 y pro ml
crreiclit, zurfolge haben.

Dio soeben genannten, hbchst bemerkenswerten Histaminbe-

fundc haben meinc Zweifel an der Zuverlassigkeit dor Analyse-

methoden erregt, veshalb ich Kontrollversuche mit der Ur-

sprungssubstanz des Histamins, dem Histidm, angestellfc babe.

Dicse Aminosiuirc ist bckanntlich einer der vichtigcren Bausteine

im Enveissmolekiil imd kommt in zicmlieh grossem Umfange in

samtlichen Organen vor. Wuhrend des Transportes vom Darm
auf dem Wcge der Blutbahn zii den verschicdencn Zellgebicten

findet sieh dicsolbe ja in Icichtloslicher Form vor. Dasselbe diirfte

venigstens in gevissem Umfange in don Intorzellularraumen dor

Fall scin.

AVir vi.ssen, dass das Histidin unter andercm auf jdiysikalischem,

bakteriellem und fcrmcntativem Wege zu dem Histamin dcear-

boxyliert verden kann, und ich mochte hinzufiigen, dass dieses

auffallig leicht geschehen kann.

Geht man nun von einer Histidinlosung, beispielsweise 10 mg in

10 ml Wasser, aus und bcnutzt man die obengenannten Analyse-

methodcn, so erhiilt man ziemlich grosse QuantitUtcn Histamin.

Die Ausbeute kann etwas variieren, hiilt sich abor auf wenigstens

1 y pro ml. Bei niiherer Untersuchung findet man, dass die

Trichlore.s.sigsaure in gewissem Umfange das Histidin decar-

boxyl iert.

Wird die Analyse (Barsoum-Gaddum odor Code) mit 10 ml

Pferdeblut, das mit 10 mg Histidin versetzt wurde, ausgefxihrt, so

erhiilt man eine sehr kriiftige Histaminreaktion, welche grosser ist

als bei einer Analyse allcin mit einer aus 10 mg Histidin -f 10 ml

Wasser bereiteten Losung, selbst wenn z. B. mit der Methode von

Code in dem gleichen Blut ohne Histidinzusatz kein Histamin

nachgewiesen wurde.

Einige Versuche wurden mit Haut- und Mu.skelextrakt von

einem Meerschweinchen ausgefiihrt, und zwar toils mittels Titrie-

rung direkt am atropinisierten Darm und toils durch Analyse nach
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Code. Im ersteren Falle erhielt ich loit der Haut cine Histamin-

reaktion, die ungefahr 0.1 y pro ml entsprach, mit der Muskulatur

ein vollig negatives Eesultat. Die CoDE-Analyse ergab mit der

Haut wiscben 0.8 und 1 y Histamin und mit der Muskulatur

ungefabr 0.2 y Histamin pro ml. Die Annabme liegt sehr nabe,

dass die Zunahme der Histaminreaktion am Darm nach der Code-

Analyse durch Gewebehistidin verursacbt \vurde, das an der

Eiweiszsyntbese noch nicht teilgenommen batte; dieses ist jeden-

falls viel 'wabrscbeinlicber als dass die Steigerung durcb Histamin

bedingt wurde, das auf irgendeine Weise »frei wurde<(, Icb mocbte

betonen, dass das sebr leicbt loslicbe Histamin, wenn es im Orga-

nismus vorkommt, direlct im Blut oder in einem Organextrakt

erfassbar ist.

Icb mocbte scbliesslicb bervorbeben, dass das im Organismus in

geloster Form vorkommende Histidin ausserst leicbt zu Histamin

aus verscbiedenen Grunden decarboxyliert vdrd, auf die icb spater

zuruckzukommen beabsicbtige.

Zusammenfassimg.

Es wild gezeigt, dass die Metboden von Barsoum-Gaddum und

von Code zum Naclnveis von Histamin in Gewebsextrakten nicbt

zuverlassig sind, weil Histidin dabei decarboxyliert verden kann.
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VORWORT.

Dicsc Arbeit wurde um die Jahreswende 1936—37 auf An-
regung mcines verchrlen Chefs, Professor Dr. med. et phil. P. E,
SiMOLA im Medizinisch-chemischen Universitatslaboratorium be-
gonnen. Obgleich die Abhandlung schon im Herbst 1939 im Manu-
skript fertig war, konnte sie wegen der aussergewohnlichen Ver-
hiiltnisse in Folge des finnisch-russischen Krieges bisher nicht

gcdruckt werden. Es ist daher auch die einschlagige Fachliteratur

nur bis September 1939 beriicksichtigt warden.

An dicser Slelle ist es mir cin aufrichtiges Bediirfnis Prof.

P. E. SiMOLA meinen ergebensten und innigsten Dank auszuspre-

chen fur die (jbcrlassung dieses Themas wic auch fiir seine nimmer
ermudende Beratung und Unterstiitzung bei der Gestaltung der

Untcrsuchungen und der Verwertung der Ergebnisse. Nur weil

es mir gestattet war, diesc langwicrigen und kostspieligen Unter-

suchungen im Medizinisch-chemischen Laboratorium der Universi-

lat Helsinki auszufulircn und mir die notwendigen Apparaturen

und das Tiermalerial einschrankungslos zur Verfiigung gestellt

wurden, war die Durchfuhrung dieser Arbeit moglich.

Ferner sage ich Cand. med. Terttu 0. Kosunen w'armen Dank.

Sic half mir in aufopferungsvollster Weise bei der Durchfuhrung

vieler Bcslimmungen und stcllle mir sogar einige eigene Resultate

zur Verfugung.

Schliessiich mcichte ich an dieser Stelle noch der Universitat

Helsinki vielmals fur die Verleihung cines Stipendiums fur junge

Wisscnschaftler danken, wodurch die Ausfuhrung dieser Unter-

suchungen sehr erleichtert "wurde.

Helsinki, im Mai 1940.

Franz-Eduard Krusius.





EINLEITUNG.

Die vorliegende Arbeit bildet ein Glied einer umfangreicheren
Arbeitsserie von Simola, die 1935 zur naheren Erforschung des

a-Ketosaurestoffwechsels begonnen wurde. Unter diesen Ver-
bindungen ist die Brenztraubensaure schon seit langer Zeit als

eines der wichtigsten Zwischenprodukte des intermediaren Stoff-

wechsels angesehen "worden, obschon unsere Kenntnisse von dem
Vorkommen dieser Saure im Tierorganismus, wie aucb von den
genaueren Umsatzvorgangen derselben, immer noch vollig unzu-

reichend sind und weiterer Klarung bedurfen. Die a-Ketoglutar-

saure ist dagegen erst in den ietzten Jahren mehr in den Mittel-

punkt des luteresses geruckt. 1936 gelang es Simola diese- Saure

als tierisches Stoffwechselprodukt nachzuweisen, in dem er aus dem
Ham von Ratten bei B-Vitaminmangelzustanden — vor allem bei

Bj-Karenz — -wie auch nach Belastung mit Brenztraubensaure

grosse Mengen a-Ketoglutarsaure isolieren konnte. Dieser Befund

gab dann den naheren Anlass zu den vorliegenden Untersuchungen.

Urspriinglich war es meine Absicht in dieser Arbeit an Hand
von experimentellen in-vivo~Versuchen Aufklarung iiber den

Umsatz der Brenztraubensaure und a-Ketoglutarsaure im tie-

rischen Stoffwechsel zu suchen. Hierbei sollte vor allem durch

Verfolgung der Ausscheidung dieser a-Ketosauren und durch

Prufung der Faktoren, von denen unter gewissen Umstanden eine

Beeinflussung derselben erwartet werden konnte, weiterer Auf-

schluss iiber die Stoffwechselvorgange gewonnen werden, an denen

diese Verbindungen beteiligt sind. Ferner beabsichtigte ich durch

Fortsetzung der von Simola eingeleiteten Belastungsversuche

mit verschiedenen, bei Untersuchungen iiber die Bildung der a-Keto-

sauren besonders intressanten Verbindungen, zu weiteren experi-

mentellen Stiitzen iiber den naheren Mechanismus des Zwischen-

stoffwechsels der Brenztraubensaure und a-Ketoglutarsaure im

tierischen Organismus zu gelangen.
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Um die Ausscheidung dieser beiden Sauren mit dem Ham
verfolgen zu konnen, ergab sich als erste Aufgabe die Ausarbeitung

bzw. Modifizierung brauchbarer chemischer Verfahren zur genauen

und insbesondere spezifischen Bestimmung dieser Verbindungen.

Diese methodischen Vorarbeiten bilden einen wichtigen Teil der

vorliegenden Untersuchung.

Einerseits war schon von vornherein klar, dass ein enger Zu-

sammenhang zwischen der Brenztraubensaure und der Milchsaure

besteht, nicht nur in biologischer, sondern auch in chemischer

Beziehung. Da die genaue Bestimmung der Brenztraubensaure

eine gleichzeitige Bestimmung der Milchsaure voraussetzt, ergab

es sich ohne weiteres, dass die Ausscheidung beider Sauren unter-

sucht wurde.

Andererseits ergaben die Befunde von Simola und seinen Mit-

arbeitern iiber die Rolle der Brenztraubensaure bei der enzyma-
tischen Citronensaurebildung in-vitro in tierischen Geweben, sowie

die wichtige Feststellung von Knoop und Martius, dass die Citro-

nensaure iiber a-Ketoglutarsaure abgebaut wird, dass die Citronen-

saure wegen ihrer nahen Beziehungen zu den ct-Ketosauren auch

beriicksichtigt werden musste.

Endlich gab der schon seit langem bekannte Umstand, dass

auch -zwischen der Brenztraubensaure und den Acetonkorpern

gewisse Zusammenhange bestehen, obgleich diese immer noch nicht

eindeutig geklart sind, Anlass in dieser Arbeit auch die Ausschei-

dung der Acetonkorper zu berucksichtigen.

Durch Hinzufiigen dieser mit den a-Ketosauren biologisch in

enger Beziehung stehenden Produkte des Zwischenstoffwechsels

wurde das urspriingliche Arbeitsprogramm stark eiw'eitert. Eine

Folge hiervon war, dass der Umfang der Arbeit, trotz starker

Kiirzung, i -viel grosser als ursprunglich beabsichtigt wurde. Jedoch

scheint es mir, dass die erhaltenen Ergebnisse durch die Eiweite-

rung des Themas an Klarheit gewonnen haben und infolgedessen

sicherere Schlussfolgerungen zulassen.

* U. a. v\-urde in dieser Arbeit der Einfluss der verschicdcnen B-Avita-
minosen auf die Ausscheidung der a-Kctosauren nicht behandelt; hieriiber

soil spater an andere Stelle eingehend berichtet werden.



1. Friihere Forschungen.

I. AUgremeines iiber den intermediaren Xlmsatz der
BrenztraTibensaure, a-Ketoglutarsaure und

Citronensaure.

Brenztrauhensdure (BTS).

Schon seit langer Zeit ist die Bildung von Brenztraubensaure [BTS)
wie auch von Milchsaure (MiS") bei dem Kohlenhydratabbau eine allgemein

anerkannte und festfundierte Tatsache. Nach der heute am meisten ver-

tretenen Ansicht wird bei der Glycolyse iiber Triosephosphorsaure BTS
gebildet und dieselbe dann durch Dismutation mil einer Triosephosphor-

saure zu MS umgesetzt. Hier braucht auf diese allgemein bekannten Reak-

tionsvorgange nicht naher eingegangen zu werden.

Andererseits fungieren aber auch die BTS und MS im Stoffwechsel

als Glycogenbildner, indem aus beiden unter Aufwand von Oxydations-

energie Kohlenhydrat lusynthetisiert wird. Die zu diesem Vorgange

notwendige Energie wird nach den Worten von Meyerhof »durch Ver-

brennung eines dem Sauerstoflverbrauch entsprechenden Kohlenhydrat-

aquivalentso geliefert. Welche Verbindung hierbei oxydiert wird, ist

noch nicht mit Sicherheit entschieden, gewisse Tatsachen deuten aber

daraufhin, dass die BTS fiir die Lieferung der Verbrennungsenergie in

Frage kommen kann.

Wie schon erwahnt, ist man heute ziemlich allgemein der Ansicht, dass

die MS hauptsachlich aus BTS gebildet wird. Andererseits ist aber auch

schon lange bekannt, dass die MS leicht zu BTS dehydriert werden kann;

hierauf deutet vor allem auch das reichliche Vorkommen der Milchsaure-

dehydrase neben anderen Dehydrasen im tierischen Organismus.

Der weitere Abbau der BTS bzw% MS ist bis heute noch nicht mit

Sicherheit geklart. Erschwerend wirkt, dass dieser Abbau nicht nur bei

Bakterien, Schimmelpilzen, Hefe und im Tierkorper teils verschieden

vorsichzugehen scheint, sondern dass sich auch die einzelnen tierischen

Gewebe olfenbar verschieden verhalten. Wahrend des Verlaufs dieser

Untersuchungen ist die Erforschung des Abbaus bzw'. Umsatzes der a-Keto-

sauren und insbesondere der BTS noch aktueller geworden. Seit dem

Jahre 1937 sind aus vielen Laboratorien Arbeiten erschienen. in denen der
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BTS-Umsatz der Mikroorganismen und des Tierkorpers durch viele intres-

sante und wichtige Versuchsergebnisse in neues Licht gestellt wird; ebenso

sind iiber den Reaktionsmechanismus viele neue Theorien und Hypothesen
aufgestellt worden. Im Folgenden sollen kurz die wichtigsten Befunde
uber den BTS-Umsatz im tierischen Organismus, die auf den Ergebnissen

von in-vitro-Versuchen basieren, erlautert werden.

Einen besonderen Antrieb hat die a-Ketosaurenforschung in den

letzten Jahren durch eine Reihe von Befunden uber die B-Vitamingruppe

bekommen. Auiiagen stellte 1931 fest, dass zur Kohlensaureabspaltung

aus BTS neben der Carboxylase ein Aktivator, die s. g. Cocarboxylase notig

ist, die auch im Tierkorper vorkommt. Im Anschluss an diesen Befund
richtete Simola (1932) seine Aufmerksamkeit auf den niedrigen Cocarbo-

xylasegehalt der Gewebe bei Mangel von verschiedenen B-Vitaminfaktoren

und zeigte gleichzeitig, dass die Cocarboxylase in hochgereinigter Form
einen Einfluss auf die B-avitaminotischen Ratten ausiibt. In Uberein-

stimmung mit dem Gedanken, dass die B-Vitamingruppe in enger Beziehung

zu dem Stoffwechsel der a-Ketosauren, vor allem der BTS steht, gelang

es ihm durch Untersuchungen, die in den Jaliren 1934—36 vorgenommen
%vurden (Simola, 1936 (1), 1936 (2) und 1939), eine Anhaufungvon a-Keto-

sauren im Harn und Blut bei B-Vitaminmangelzustanden, vor allem

Bj-Karenz, nachzuweisen. Andererseits %vurde von Lohmann und Schu-

ster (1937) festgestellt, dass die Cocarboxylase tatsachlich phosphory-

liertes Bi-Vitamin ist. Schon etwas fruher war Peters (1936) auf Grand

von in-vitro-Versuchen mit Gehirngewebe zu der Auffassung gekommen,

dass das Bj-Vitamin irgendwie in direkter Beziehung zu dem oxydativen

Abbau der BTS steht. Von anderen Untersuchungen uber die Beziehungen

des BTS-Umsatzes zum Bi-Vitamin sei envahnt, dass im Laboratorium

von Peters zuerst die Ansicht verfochten ^vurde, dass das freie, nicht mit

Phosphorsaure veresterte Vitamin viel effektiver sei bei der Oxydation

der BTS als die Cocarboxylase (Peters, 1937). Jedoch die neusten, ein-

gehenderen Forschungen von Banga, Ochoa und Peters (1939) haben

zum entgegengesetzten Ergebnis gefiihrt, indem endgiiltig festgestellt

wurde, dass das Bj-Vitamin bei der Aktivierung der BTS-Verbrennung

doch in phosphorylierter Form vorliegt, wie dies ja auch bei der De-

carboxylation der Hefegarung der Fall ist.

Was den Umsatzmechanisraus selbst anbetrifft, ist man im Gegensatz

zu der alten, von Neuberg verfochtenen Schulauffassung, nach welcher

die BTS durch eine gleichartige Kohlendioxydabspaltung wie in Hefe zu

Acetaldehyd abgebaut wird, in letzter Zeit mehr und mehr geneigt gewe-

sen, die Bildung von Acetaldehyd als Zwischenprodukt vollig zu ver-

neinen. Zwar wird aus BTS unter anaeroben Bedingungen in verschie-

denen tierischen Geweben regelmassig Kohlendioxyd gebildet (vgl. u. a.

Krebs und Johnson, ,1937 und Simola und Puutula, 1937), aber dies

beruht nach den zuerst genannten Autoren auf der Dismutation zweier

Molekiile BTS ohne vorhergehende Acetaldehydbildung, wobei das eine

Molekiil zu Essigsaure und Kohlensaure oxydiert, wiihrend dasanderezu
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MS reduziert wird. Zu ahnlichen Ergebnissen iiber den anaeroben Abbau
der BTS sind auch Lipmann (1937) nnd Weil-Malherbe (1937) gelangt.
Auch bei dem aeroben Umsatz der BTS soli nach Krebs nnd Johnson
(1937), Vr'enigstens in Testis und Gehirn derselbe Prozess vorsichgehen.
Nach der Ansicht von Lipmann (1937) kann im Gehirn ausser der Dismu-
tation der BTS auch eine einfache Dehydrierung stattfinden, wobei die

BTS direkt zu Essigsaure und Kohlendioxyd oxydiert wtirde. Nach den
Befunden dieses Forschers soli die BTS unter anaeroben Bedingungen bei

Gegenwart von Methylcnblau im ausgewaschenen Gehirngewebe quanti-

taliv zu Essigsaure und Kohlendioxyd gespalten werden.— Eine Dehydrie-

rung der BTS zu Essigsaure und Kohlensaure ^Yar bekanntlich auch schon
Iruher von Davis (1933) und Barron (1936) bei gewissen Bakterienarten

nachgewiesen vorden.

Der aerobe Abbau der BTS ist vor allem durch die Untersuchungen von
Peters und seinen Mitarbeitcm erforscht worden. Nach diesen j^beiten

verbrennt der grosste Toil der BTS unter Mitwirkung des die BTS oxy-

dierenden Enzyms^'stems zu Kohlendioxyd und Wasser, wobei ferner als

Reaklionsprodukte beach tenswerte Mengen Essigsaure und etwas MS
gcbildet werden (Me Gowan und Peters, 1937; Long, 1938; Long und

Peters, 1939; Barron und Lyman, 1939). t)ber den genaueren Reaktions-

mechanismus bei der oxydativen BTS-Spaltung geben diese Untersuchun-

gen aber keinen Aufschluss,

Als einen mdglichen Weg bei dem Abbau der BTS ist schon wiederholt

der Reaktionsverlauf uber Dicarbonsauren in Erwagung gezogen worden.

So dachten Toenniessen und Brinkmann (1930) als erste an die Kondensa-

tion von zwei Molekiilen BTS, wobei zuerst Diketoadipinsaure — ein

hypothctischcs Polymerisationsprodukt — entstande und dann unter

Abspallung von zwei Molekiilen Ameisensaure Bernsteinsaure. In letzter

Zeit ist Weil-Malherbe (1937) zu der Auffassung gekommen, dass die

BTS erst zu Essigsaure decarboxyliert iverde und dass anschliessend zwei

Molekule Essigsaure in statu nascendi zu Bernsteinsaure umgesetzt wiirden.

Nach eincr ungefahr gleichzeitig von Krebs und Johnson (1937) ver-

tretenen Ansicht soil sich die durch Decarboxylierung der BTS gebildete

Essigsaure mit BTS zu a-Ketoglutarsaure {KGS) verbinden.

In Bezug auf Faktoren, die bei dem Umsatz der BTS mitwirken, ist

noch die bekannte, von Szent-Gvorgyi (1936—37) ausgearbeitete Theorie

zu erwahnen, nach der die C4-Dicarbonsauren die Dehydrierungsprozesse

im Tierkorper, u. a. auch die Oxydation der BTS, katalytisch fordern.

Durch die erwahnten Untersuchungen von Banga, Ochoa und Peters

(1939) uber den BTS-Umsatz fand diese Theorie erneute Bestatigung.

Im Zusammenhang hiermit ist auch der Nachweis von Annau und Erdos

(1939) Y’on Inleresse, dass minimale Mengen Bernsteinsaure in-vitro in

Gegenwart von Methylcnblau als Aktivator der BTS-Oxj'dation fungieren;

diesen Aktivator konnten sie auch aus tierischem Gewebe isolieren und

als Bernsteinsaure identifizieren.

Als eine weitere Umsatzmoglichkeit hat man auch den Ubergang der
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BTS in Acetonkorper (AK) angesehen. Nachdem schon 1911 vorEmbden
und Oppenheimer gezeigt worden war, dass bei Durchblutung der Leber

niit BTS AK gebildet werden konnen, ist aucb in neuerer Zeit vielerseits

eine Bntstehung von Acetessigsaure und y5-Oxybultersaure {OBS) bei

Bebriitung verschiedener Gewebe mit BTS festgeslellt worden; In Leber

von Gorr (1932), Annau (1934), EnsoN (1935) und Krebs und Johnson

(1937); im Gebirn von Weil-Malherbe (1936); im Muskel von Annau
(1935) und Krebs und Johnson (1937); und schliesslich auch in Herz,

Niere und Testis von Krebs und Johnson (1937). — Annau, welcher

die fordernde Wirkung des Ammoniaks auf die AK-Bildung beobachtete,

envog die Mdglichkeit, dass die AK fiber die Parabrenztraubensaure als

Zwischenprodukt entslanden. ^ Nach Krebs und Johnson (1937) soli

die durch Kohlendioxydabspaltung gebildete Essigsaure mit BTS zu

Acetbrenztraubensaure kondensiert w’erden, welche dann leicht zu ^-Oxy-

buttersaure (OBS) umgesetzt wfirde.

Auch der Obergang von BTS in Alanin ist eine schon lange experi-

mentell erwiesene Tatsache. Besondcres Interesse hat diese Frage in letzter

Zeit durch den Befund von Braunstein und Kritzmann (1937) bekom-

men, nach welchem in tieri.schen Geweben ein spezifisches Enzymsystem
vorhanden ist, das durch Umaminierung aus Glutaminsaure (oder einer

anderen Aminosaure) die Aminogruppe an die BTS abgeben kann, wobei

als Reaktionsprodukte KGS (oder eine andere der umgesetzten Amino-

saure entsprechende a-Ketosaure) und Alanin entstehen. —
Wie aus dieser kurzen Zusammenfassung hervorgeht sind Dank den

Forschungen der letzten Jahre viele Fragen fiber den Umsatz der BTS
geklart worden. Andererseits habe ich aber auch versucht zu betonen,

dass ffir viele wichtige Vorgange noch keine allgemein anerkannte Erkla-

rung vorhanden ist und dass die Probleme des Umsatzes der BTS in ihrer

Gesamtheit noch weiterer Klarung durch zahlreiche und verschiedenartige

experimentelle Arbeiten bedurlen.

a-Ketoglutarsaure (KGS).

Unsere Kenntnisse fiber die a-Ketoglutarsiiure (KGS) als intermediares

Stoffwechselprodukt und ihre Beziehungen zum Kohlenhydrat- und
Eiweissumsatz sind erst ein Ergebnis der Forschungen der allerletzten

Jahre. Bekanntlich ist die KGS eine a-Ketodicarbonsaure, bestehend

aus einer 5-C-atomigen,unverzweigtcn Kette (COOH-CHo-CHa-CO-COOH).
Die entsprechende a-Aminosaure, die Glutaminsaure ist schon seit langem

als TOchtiger Eiweissbaustoff bekannt. Gemass den bereits envahnten

klassischen Untersuchungen von Neubauer und Knoop fiber die oxyda-

tive Desaminierung von a-Aminosauren zu den entsprechenden Keto-

1 Die Kondensation von brenztraubcnsaurcn Salzcn in reincn, wassrigen
Losungen zu Parabrenztraubensaure oder BTS-Aldol wurde bereits von Wolff
(1898—1901) und de Jong (1901—1904) beschrieben. Neuberg und Arin-
STEIN (1921) konstatierten ferner, dass diese Verbindung von Hcfe und von
ButtersaurebacilJen vergoren wird.
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sauren, ^Ya^ theoretiscli die Bildung von KGS im tierischen Organismus
schon friiher diskutiert worden (Knoop, 1931). Im Jahre 1912 zeigten
Keuberg und Kerb, dass synthetische KGS der zuckerfreien Garung
fahig ist^und einige Jahre spater Neuberg und Ringer (1915), dass aus
KGS im] zellfreien Hetemazeralionssaft durch Wirkung der Carboxylase
Bernsteinsaure entsteht, ohne dass die Hefe Zucker vergart.

Im Jahre 1933 konnte Krebs durch Vergiltung des Nierengewebes
mil Arsenigsaure Glutaminsaure zu KGS umsetzen, die er als 2.4-Di-

nitrophenylhydrazon isolierte; ebenso erhielt er aus Asparaginsaure
Oxalessigsaure. Auch aus Prolin wurde KGS und NH3 erhalten im
vergilteten Nierengewebe (Weil-Malherbe und Krebs, 1935). In den
Jahren 1934—36 land Simola bei eingehender Untersuchung der Stoff-

wechselslorungen bei verschiedenen B-avitaminotischen Zustanden eine

starke Anhaufung von Carbonylverbindungen im Blute. Vor allem aber

konnte er leststellen, dass die B-avitaminotischen Ratten mit dem Harn
bedeutende Mengen einer Carbonylverbindung ausschieden, die sich als

2.4-Dinitrophenylhydrazinvcrbindung ausfallen und isolieren Hess. Die

nahere chemische Untersuchung und vor allem die Mikroelementaranalyse

ergaben dann, dass es sich um das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der KGS
handelte. Hiermil war der Nachweis erbracht, dass die KGS ein inter-

mediares Stoffwcchselprodukt des tierischen Organismus ist und kein

Kunstprodukt biochemischer Experimente. 1937 konnte Simola ferner

an Hand von Belastungsversuchen bei Ratten mitteilen, dass dieVerab-

rcichung von BTS zur Ausscheidung grosser Quantitaten von KGS fiihrte.

Spater wurde das selbe Ergebnis bei Belastung von Menschen mit BTS
erhalten (Simola und Krusius, 1939).

Heute ist das Schriittum tiber die KGS schon ziemlich umfangreich.

Durch die Untersuchungen von Knoop und Martius (1935, 1938) und

Martius (1937—1938) wurde nachgewiesen, dass die KGS aus Citronen-

saure [CS) entstehen kann und dass dies wohl der Hauptabbauweg der

CS ist. Aus CS wird tiber Aconitsaure iso-Citronensaure gebildet, wozu

eine in alien Geweben anzutreffende Hydratase, die Aconitase notig ist.

Die iso-Citronensaure ^Yi^d dann durch Wirkung einer iso-Citricodehydro-

genase (identisch mit der Citrico-Dehydrase von Thunberg, 1929) tiber

a-Keto-)3-caTboxyglutarsaure zu KGS dehydriert.

Als zweite Bildungsmdglichkeit der KGS im tierischen Organismus

ist die Desaminierung der Glutaminsaure anzusehen. Diese Reaktion ist

durch die angefuhrten Versuche von Krebs (1933) erwiesen. Weil-

Maliierbe (1936) zeigte, dass die Glutaminsaure als einzige Aminosaure

im Gehim oxydativ desaminiert wird und dass hierbei KGS entsteht.

Andererseits beobachtete dieser Autor auch, dass KGS in Gehirnschnitten

in Gegenwarl von BTS oder Glucose Aramoniak bindet, wodurch die Um-

kehrbarkeit der Glutaminsauredesaminierung erwiesen schien.

Vor allem aber haben die Untersuchungen von Braunstein und Kritz-

MANN (1937) gezeigt, dass in vielen tierischen Geweben eine Umaminie-

rung zwischen Glutaminsaure und a-Ketosauren, vor allem der BTSstatt-
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findet, wobei KGS und eine a-Aminosaure (aus BTS d-Alanin) entsteht.

Nach Befunden von Simola und Alapeuso (1939) ist es sehr wahrschein-

lich geworden, dass in-vitro wenigstens ein Toil der KGS, die nach Zusatz

von BTS zu Gehirnbrei entsteht, aus Glutaminsaure gebildet wird. Es
wurde namlich festgestellt, dass im Gehirn recht bedeutende Mengen freier

Glutaminsaure vorkommen. v. Euler, Adler, Gunther und Das (1938)

haben in der Leber und Niere eine spezifische Apodehydrase der Glutamin-

saure gefunden und isoliert, welche diese Aminosaure zu Iminoglutar-

saure in Gegemvart von Cozymase (Codehydrogenase I) oder Codehydro-

genase II dehydriert. Die Iminoglutarsaure zerfallt dann spontan durch

Hydrolyse in KGS. Diese Reaktion ist reversibel und geht auch in Ab-
wesenheit von NHs-Acceptoren vor sich.

tJber den weiteren Abbau der KGS steht fest, dass er wenigstens teil-

weise iiber Bernsteinsaure erfolgt, wie es fiir Hefe zum ersten Mai von
Neuberg und Ringer (1915) gezeigt ^vurde. Bei Abwesenheit von Sauer-

stoff wird die KGS zu Bernsteinsaure decarboxyliert, die danri weiter zu

Fumarsaure dehydriert wird, von wo der Abbau uber Apfelsaure zu

Oxalessigsaure fiihrt. Aus Oxalessigsaure kann dann durch Abspaltung

von Kohlendioxyd BTS entstehen, die weiter zu Essigsaure oxydiert wurde.

Beim Citratabbau entstehen aber aus einem Molekiil CS zwei Molekiile

Essigsaure, wie verschiedene Forscher zcigen konnten, wahrend es nach

diesem Schema nur zur Bildung von einem Molekiil Essigsaure kame.

Um von einem Molekiil KGS zu zwei Molekiilen Essigsaure zu kommen hat

Martius (1938) an die Bildung von ^-Oxyglutarsaure aus KGS gedacht,

deren weiterer Abbau zur Bildung von Aceton oder zwei Molekiilen Essig-

saure fiihren wiirde. Als Zwischenprodukt bei dieser Reaktion entstande

a-Oxyglutarsaure, aus der dann Glutaconsaure gebildet wiirde. An diese

lasst sich nach Dakin leicht Wasser anlagern unter Bildung der ^-Oxy-

glutarsaure. Bisher ist aber die Wasserabspaltung aus a-Oxyglutarsiiure

nicht im tierischen Organismus nachgewdesen worden, wahrend die Re-

duktion der KGS zu a-Oxyglutarsiiure sowolil von Weil-Malherbe (1937)

als auch von Green (1937) beobachtet A\'urde. — Zu erwahnen wiire ferner

noch, dass nach Weil-Malherbe (1937) die Bernsleinsaurebildung unter

anaeroben Bedingungen aus KGS nicht durch Decarboxylierung, sondern

durch Dismutation zweier Molekiile KGS zu einem Molekiil a-Oxyglutar-

saure, einem Molekiil Bernsteinsaure und Kohlendioxyd zu erklaren 1st.

Citronensaure (CS),

Das Vorkommen von Citronensaure (CS) in tierischen Produkten steht

schon ziemlich lange fest, trotzdem war aber bis vor kurzem kaum
etwas uber die Bedeutung dieser Saure im Stoffwechsel bekannt. Nach-

dem Thunberg (1929) im Gurkensamen eine spezifische Dehydrase der

CS entdeckt und hiervon ausgehend eine genaue biologische Bcstimmungs-

methode ausgearbeitet hatte, -wurde von ihm und seiner Schule das mengen-

massige Vorkommen der CS in verschiedenen tierischen Organen und

Produkten exakt untersucht. In den folgenden Jahren -wurde dann von



TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN t)BEH DIE AUSSCHEID. VSW . J5

melireren Forschern der endgultige Nachweis der endogenen CS-Bildung
erbracht. Untersucbungen iiber die Bedeutung der CS als normales inter-

mediares Stoffwecbseiprodukt des menschlichen und tierischen Korpers
sind aber eigentlich erst in den aller letzten Jabren vorgenommen worden.

Auf Grund zahlreicber experimenteller Forschungen ist man heute
ziemlich allgemein der Ansicht, dass die CS hauptsachlichst als Zwischen-
produkt des Kohlenhydratumsatzes anzusehen ist. ^ t)ber ibre Bildung ist

nocb nicbls Abscbliessendes zu sagen. Im Zusammenbang mit systema-
tiscben Untersucbungen, die seit 1937 in diesera Laboratorium in Gang
gewesen sind, beobacbtete Simola. (1937), dass die CS-Ausscbeidung bei

Ratten nacb Verabreicbung von BTS stark zunimmt; in den folgenden

Jabren konstatierten Simola und Mitarbeiter (1938—39) bei in-vitro-

Versucben mit BTS einen gleicbartigen Effekt. Ausser der BTS batten in

diesen Versucben aber aucb die C4-Dicarbonsiiuren und die OBS und KGS
slarken Einfluss auf die CS-Bildung. Simola, Hallman und Alapeuso

(1939) zeigten dann, dass durcli Kombination von BTS mit Fumarsaure

oder Oxalessigsaure cine starkere Wirkung zu erzielen ist als bei in-vitro-

Versucben mit jeder Saure allein. Am deutlichsten und starksten kommt
dieser Kombinationseffekt zum Vorscbein bei Bebriitung von Herzmuskel-

gewebe (Hallman, 1939; Hallman und Simola, 1939).= Es mag nocb

erwahnt werden, dass MArtensson (1938, 1939) im Gegensatz zu diesen

Befunden auf Grund seiner Perfusionsversucbe mit Leber und Nieren

und seinen CS-Bestimmungen im arteriellen und venosen Renalblut nacb

Bolastung mit Apfelsaure die Ansicbt verlritt, dass die CS-Bildung nur

eine scheinbare sei und vorgetauscht werde durch Vergiftung des die

CS abbauenden Enzymsystems.

Uber die Bildung der CS sind im Laufe der Zeit zablreicbe Tbeorien

aufgeslelll worden. Da alle diese Tbeorien auf Versucbe mit Schimmel-

pilzen basieren und aucb grossten Teils veraltet sind, konnen sie bier uber-

gangen werden. Forth, Minibeck und Edel (1934) vertraten die Ansicbt,

dass die CS im tieriscben Organismus aus Essigsaure gebildet ^Aiirde.

Krebs (1938) hat an die Kondensation von Oxalessigsaure mit Triose

gedacbt. Auf Grund seiner Versucbe iiber die CS-Bildung vertritt Simola

(1938, 1939) den Standpunkt, dass die CS aus BTS und Oxalessigsaure

entstebt, wofvir ja vor allem aucb die Syntbese von Knoop und Martius

(1936) auf rein cbemiscbem Wege spricht. — Anfangs hatte Simola

(1938) aucb die Moglicbkeit der Vereinigung zweier Molekule Oxalessig-

saure zu einer Tetracarbonsaure mit nachfolgender Kohlensaureabspaltung

und Oxydation zu CS in Envagung gezogen.

Der Abbau der CS im Tierkorper ist dagegen sicherer bekannt. Thun-

berg (1929) vertrat urspriinglicb die Ansicbt, dass die CS iiber eine ortbo-

saurc Form von der Dehydrogenase unter Abspaltung von Kohlensaure

1 Diese Ansicht basierlc urspriinglicb auf Untersucbungen bei verschie-

denen Pilzarlen (vgl. z. B. Bernhauer: »Die oxydatiyen Garungen*, 1932).

® Von Hallman erscheint dcmnachst in dieser Zeitscbrift eine Dissertation.

Uber die CS-Bildung in tierischen Geweben.
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zu Acetondicarbonsaure dehydriert wurde. Nach anderen alteren For-

schungen sollte primar von der CS Ameisensaure abgcspalten werden, \vo-

bei ebenfalls Acetondicarbonsaure entstande. Da die Acetondicarbon-

saure leicht durch Decarboxylierung in Acetessigsaure ubergeht, glaubte

man die CS zu den AK-Bildnern rechnen zu miissen. Heute ist die Aceton-

dicarbonsauretheorie, wenigstens was den Abbau bei hoheren Tieren be-

trifft, als faisch verlassen, da viele Forscher bei der Dehydrierung der CS
keine Acetondicarbonsaure- bzw. Acetonbildung feststellen konnten.

(Bei Leberversuchen Langecker, 1934; Wagner-Jauregg und Rauen,
1935; bei Hefe Wieland und Sonderhoff 1932—33; Muller, 1935;

bei Bakterien Wieland und Sonderhoff, 1932—33). Auch gelang es

Wagner-Jauregg und Rauen (1935) zu zeigen, dass weder Acetondicar-

bonsaure noch Ameisensaure auch nur annahernd die CS als Wasserstoff-

donatoren im Thunbergversuch ersetzen konnen; von eventuellen Zwischen-

produkten des CS-Abbaus muss jedoch erwartet werden, dass sie wenig-

stens ebenso schnell dehydriert werden. Schliesslicli konstatierte Mar-
Tius (1937), dass die in friiheren Versuchen bedingle Zunahme einer

Bisulfit-bindenden Substanz nicht durch Acetondicarbonsaure bzw. AK,
sondern durch KGS bedingt wurde.

Wagner-Jauregg und Rauen (1935) beobachtcten als erste, dass die

Citricodehydrogenase die iso-Citronensiiure noch viel schneller als die. CS

dehydriert. Ausgehend von diesem Befund kam dann Martius (1937,

1938) zu seinem bekannten Abbauweg der CS iiber Aconil-, iso-Citronen-

und a-Keto-|5-carboxyglutarsaure (Oxalbernsteinsaure) zu KGS, der heute

ziemlich allgemein, wenn auch mit einigcn Ausnahmen, anerkannt wird.

Im Zusammenhang mit ihren Befunden iiber den Auf- und Abbau

der CS haben Martius und Knoop (1937) und Martius (1938, 1939) die

Theorie eines CS-Cyklus aufgestellt, wonach aus zwei Molekiilen CS beim

Abbau zuletzt cin Molekul Oxalessigsaure und BTS entslanden, die dann

wiederum zu einem Molekul CS vcreinigt wiirden. Ein ahnlicher Kreis-

lauf vTirde von Krebs und Johnson (1938) fur den Muskelstoffwechsel

angenommen; hierbei soli jedoch die aus CS cntstandene Oxalessigsaure

mit einer Triose wieder zu CS kondensiert werden.

Jiingst haben Adler, v. Euler, Gunther und Plass (1939) darauf-

hingewiesen, dass im Stoffwechsel aus CS iiber KGS Glutaminsaure ge-

bildet werden kann, und haben die hierzu notwendigen Enzyme, die iso-

Citrico-Apodehydrogenase und die Glutaminsaure-Apodehydrogenase,

welche letztere unter gewissen Bedingungen in Gegenwart von Ammoniak
auch die reduktive Aminierung von KGS bewirkt, aus Herzmuskelgewebe

isoliert. Durch diesen intressanten experimentellen Befund ist also cine

weitere Verbindungsbriicke zwischen Abbauproduklen des Kohlen-

hydratstoffwechsels und Eiweissderivaten nachgewiesen worden, und es

scheint garnicht unwahrscheinlich, dass im tierischen Stoffwechsel tatsach-

lich eine derartige Umsetzung stattfindet.
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2. Uber die Ausscheidungr der Brenztraubensaure,
Milchsaure, a-Ketogflutarsaure und Citronensaure

sowie der Acetonkorper mit dem Harn.

Im Anschluss an die ziemlich allgcmein gehaltene, kurze t)ber-

sicht ubcr den intermediarcn Unisatz der in dieser Arbeit unter-

suchlcn SloffNvechsclprodukte sollen im Folgenden kurz die bis-

herigen Kenntnissc fiber die Ausscheidung dieser Verbindungen

mit dem Harn rcfcricrt wcrdcn. Systematische und gleichzeitige

Untersuchungen fiber die Ausscheidung allcr dieser Sauren mit dem
Harn bci Vcrsuchslieren odcr beim Mcnschen liegen in dem Schrift-

tmn nicht vor. ^ Dagcgen gibt cs verhallnismassig viel Arbeiten,

die sich mil der Ausscheidung der einen oder anderen dieser Ver-

bindungen befassen odcr die Einwirkung verschiedener Kost-

formcn und die Ycrabreichung von Siiuren, Alkalien und Salzen

sioflwechsciphysiologisch inlrcssantcr Verbindungen behandeln.

Ferncr sind in der Litcratur im Zusammenhang mit anderen

cxperimontcllcn Studicn uber den inlcrmcdiaren Stoiiw’cchsel viele

versprengte Angabcn fiber Harnuntcrsuchungen zu linden. Hier-

durch vird cine vollstandigc und umfassende Durchsicht der bisher

vcroffcnllicbten Forschungsergebnissc weilgehendst erschwert.

Am grundlichstcn und exaklostcn sind die Ausscheidung der

CS und die Gcselzc, denen sie unterliegt, untcrsucht worden.

Audi uber die MS-Ausscheidung liegen viele Arbeiten vor, wenn

auch hier mcisl der Einfluss korperlicher Arbeit auf die MS-Aus-

scheidung im Harn gepriifl wurdc. Dagegen ist die Ausscheidung

der BTS und KGS, mit Ausnahmc der in diesem Laboratorium

vorgenommenen Untcrsuciuingon so gut wie garnicht verfolgt

vorden.

Brmzlrauhcnsdmc (BTS).

t)ber das Vorkommen der Brenztraubensaure im Urin liegen

im Schriftlum so gut vie garkcinc Angabcn vor. Lediglich im

Zusammenhang mit PjTuvatbelastungsversuchen war friiher

manchmal versucht worden BTS im Harn mit der Probe von Sjmon-

PiAUX qualitativ nachzuweiscn oder als Hydrazon zu isolieren.

Aus dem Jahre 1922 liegt cine langc Studie von Fricke vor, in

wclcher der Verfasser bcrichtct, dass er weder im normalen noch

* Bel gesunden Mcnschcn und bei Palienten mit Diabetes, Leber- und

Nicrenkrankheiten wurdc die Ausscheidung dieser Verbindungen jungst von

Knosius und Vesa (1939) untersucht.

2
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im Diabetiker Harn mit Phenylhydrazin auch nur Spuren von
BTS finden konnte.

Der Grund fiir das Fehlen jeglicher Befunde in der fruheren

Literatur iiber das Vorkommen und die Ausscheidung der BTS
im Harn ist darin zu suchen, dass keine brauchbaren Bestimmungs-
methoden bekannt waren. Erst nach Ausarbeitung, der Neuberg-
CASE-Methode (1932), die auf Isolierung der BTS als 2.4-Dinitro-

phenylhydrazon beruht (vgl. Kapitel II), war eine, wenn auch nur
annahernde, Bestimmung der BTS im Gewebe und Blut moglich.

Schon Berthelot und Amoureux (1924) berichten iiber das Vorkom-
men von BTS im menschlichen Diinndarm. Mendel, Bauch und Stre-

LiTZ (1931) fanden mit ihrer empfindlichen, aber umstandlichen Methode
BTS im Serum Krebskranker Patienten. Als 2.4-Dinitrophenylhydrazon

wurde die BTS im Schweineserum von Westerkamp (1933) isoliert, aber

nUr durch Schmelzpunktbestimmung identifiziert. Auf dieselbe Art fanden

auch Peters und Thompson (1934) im Gehirngewebe Bj-avitaminotischer

Tauben, Thompson und Johnson (1935) und Johnson (1936) im Blut

solcher Tiere BTS. Wie im folgenden Kapitel eingehender dargestellt

wird, reicht die Schmelzpunktbestimmung des 2.4-Dinitrophenylhydrazons

der BTS nicht zur Identifizierung. Als einzigster hat Johnson (1936) auch

Stickstoffbestimmungen des Hydrazons vorgenommen und annahernd

richtige Werte erhalten.

Im Urin -wurde die BTS als 2.4-Dinitrophenylhydrazon wohl zum
ersten Mai von Pi-SuSer und FarrAn (1932, 1933) bei Patienten mit

kompensierter Diabetes isoliert. Diese Forscher erhielten 1936 bei der Ver-

brennungsanalyse mit dem theoretischen Stickstoffgehalt gut uberein-

stimmende Werte. Ausser dem Stickstoffgehalt wurden -weder von John-

son (1936) noch von Pi-Suner und FarrAn (1936) andere Elemente

ermittelt. Ferner sollen auch Platt und Lu (1936) im Harn Beriberi-

kranker Patienten das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der BTS isoliert haben.

In diesem Laboratorium wurden seit 1936 BTS-Bestimmungen
im Harn in Zusammenhang mit B-Avitaminoseuntersuchungen an

Ratten und Belastungsversuchen an verschiedenen Tieren durch

Reduktion der BTS zu MS ausgefiihrt, Schon 1930 konnten Ken-
dall und Friedemann mit ahnlicher Methodik in einigen konzen-

trierten menschlichen Morgenharnen kleine Mengen BTS linden.

— Bei Patienten mit Diabetes, Leber- und Nierenkrankheiten

wurde die BTS-Ausscheidung von Krusius und Vesa (1939)

untersucht und mit der Ausscheidung im normalen Harn verglichen.

Im normalen menschlichen Sammelharn von 24 Stunden wurden

meist BTS-Mengen unter 100 mg gefunden, dagegen schieden einige

unkompensierte Diabetiker mehr als die zehnfache Menge BTS
mit dem Ham aus.
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In der Literatur liegt ferner besonders eine intressante Unter-
suchung fiber die Ausscheidung von MS und BTS nacb Muskel-
arbeit vor (Johnson und Edwards. 1937), aus welcher hervorgeht,

dass die BTS-Ausscheidung nach grosser Anstrengung genau wie die

der MS bedcutend zunimmt. In den referierten Versuchen verlief die

BTS-Ausscheidung derjenigen der MS zeitlich vdllig paralell, wenn
sic auch nur cin Dritlcl so gross war. Die BTS-Bestimmungen
wurden nach der Methode von Neuberg-Case ausgefiihrt.

Mildisaurc (MS).

In diesem Zusaminenliange soil auch ganz kurz einiges iiber

die MS-Ausscheidung mil dem Harn angefiihrt werden. Obwohl
die Bedeutung der MS im Stoffwechscl schon lange bekannt ge-

wesen ist, war cs noch bis vor kurzem cine Streitfrage, ob die MS
regclmassig im Ham vorkomme. Zwar wurde die MS als Zink-

oder Lithiumlaklat schon friih im Harn bci schweren Krankheiten,

Vergiflungen sowie bci cxlrcmer Muskelarbeit nachgewesen, aber

erst nach dem Furth und Charnass (1910) eine cxakte Methode

zur Bestimmung dcr MS in biologischen Subslraten ausgearbeitet

hatlen, wurde cndgultig klargestellt, dass die MS auch ein

normalcr Bcstandtcil dcs Hams ist.

Bcim gesunden Menschen diirftc die Gesamt-MS-Ausscheidung

inncrhalb von 2-1 Stunden zwischen 100—600 mg betragen (Kru-

sius und VESA, 1939), Stark gesleigert ist die MS-Ausscheidung

bci verschiedenartigen Vergiflungen, wie z, B. mit Morphium,

Cocain, Str3'chnin, Curare, Blausaure, Phosplior, Arsenik und

Amylnitrit, sowie bei schweren Krankheiten, wenigstens im End-

stadium dcrsclben. Bci alien diesen Zustiinden diirfte die gestei-

gerle Laktalurie durch cinen relativen Sauerstoffmangel der

Gewebe bedingt scin, wodurch der aerobe MS-Urasatz gehemmt

wird. Ebenso fuhren daher auch Zirkulationsstbrungen, Sauer-

stoffmangcl und sogar physiologische Ermiidungen und t)ber-

anstrengungen zu ciner Anhaufung von MS im Blut und den

Geweben und zu ciner crliohtcn Ausscheidung mit dem Harn.

Besonderes Intcressc gebuhrt der MS-Ausscheidung nach

Muskelarbeit, die von zahlreichen Forschern untersucht worden

ist, Unter normalcn Bedingungen betriigt die Blut-MS des Menschen

bei nuchtemem Magen zwischen 8—15 mg %. Bei langdauernder

Muskelarbeit, bci dcr mchr MS gebildet wird, als zu Glycogen

regeneriert bzw. vdllig oxydiert werden kann, tritt eine Anhaufung

von MS in den Organen und eine Dberschwemmung des Blutes

cin. Der Blutmilchsaurespiegel kann hierbei leicht auf Zehn-
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fache Oder mehr ansteigen. Es muss angenommen werden, dass

der Nierenschwellenwert weit uberschritten wird und dass es

folglich zu einer Eliminierung der Saure mit dem Harn kommt.
Genau dasselbe Verhalten zeigt auch die Phosphorsaure. Res-

NiTSCHENKO uud KosMiN (1929) konuteu zeigcu, dass die Grosse der

MS- (bzw. Phosphorsaure-)Ausscheidung mit dem Harn eine direkte

Funktion der Intensitat der Muskelarbeit ist und dass die Wasser-

stoffionenkonzentration des Hams der MS-Menge proportional ist.

Erwahnt werden mag auch noch, dass bei verschiedenen Avita-

minosen eine vermehrte MS-Ausscheidung zu beobachten ist

(Rosenwald, 1926), was gut damit iibereinstimmt, dass bei ver-

schiedenen B- und C-Vitaminmangelzustanden stark erhohte

Blut-MS-Werte gefunden wurden (Knusius und Simola, 1936,

1937). Was speziell die Karenz von B-Vitaminen anbetrifft, wissen

wir ja mit Sicherheit, dass die MS-Anhaufung im Organismus durch

eine Storung im Abbau der intermediaren Spaltungsprodukte der

Kohlenhydrate hervorgerufen wird, fur welche, wie schon erwahnt,

die Bildung von a-Ketosauren besonders charakteristisch ist.

t)ber den Einfluss verschiedener Kostformen auf die MS-Menge
im Harn sind nicht viel Angaben in der Literatur anzutreffen. Aus

den Versuchen von Kapeller-Adler und Lauda (1932) scheint

hervorzugehen, dass bei vegetabilischer oder gemischter Kost mehr

MS ausgeschieden wird als bei rein animalischer. Da diese Ver-

suche aber teils mit Kaninchen oder Menschen, teils mit Hunden
vorgenommen wurden und die Ergebnisse daher nicht ohne wei-

teres miteinander verglichen werden konnen, erlauben sie keine

sicheren Schlussfolgerungen.

a-Ketoglutarsaure {KGS).

Ober die Ausscheidung der KGS mit dem Harn sind ausser in

diesem Laboratorium fast noch garkeine Untersuchungen ausge-

fuhrt worden. Wie eingangs erwahnt, fand Simola (1934—36)

im Harn B-avitaminotischer Ratten grosse Mengen KGS. Dies

war der erste experimentelle Nachweis der KGS als intermediares

Stoffwechselprodukt intra-vitam. Spater wurde in diesem Labora-

torium die Ausscheidung der KGS nach Verabreichung von BTS
und anderen wichtigen Stoffwechselprodukten untersucht (s.

weiter unten). 1938 publizierte Krebs als erster eine Methode zur

quantitativen Bestimmung der KGS und berichtete in diesem

Zusammenhange iiber 10 Harn-Untersuchungen bei Patienten mit

verschiedenen Krankheiten, die in 24 Stunden 10—40 mg KGS
mit dem Harn ausschieden. Krusius und Vesa (1939) unter-
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suchtcn die Ausschcidung von KGS bei Diabetespatienten und
cinigcn Leber- und Nierenkranken und fanden bei den beiden
zuerst genanntcn Krankheiten eine gewisse Erhohung der Aus-
sclieidung. Die KGS-Ausscheidung bei Tieren ist auch von Krebs
(1938) im Zusammenhang mit einigen Belastungsversuchen unter-

suchl worden.

Citroncnsaurc (CS).

Unsere Kennlnisse uber die CS-Ausscheidung mit dem Harn
und die Einwirkungcn, donen sie unterliegt, sind zweifellos viel

grundlichcr als iiber die andcren bier besprochenen SSuren. Dies
ist umso bcmerkenswerter, als die Forschungen fiber den CS-
Umsatz vie! jfingercn Datums sind als beispielsweise die Unter-

suchungcn iiber die MS.
Schon 1916 konnten Salant und Wise nach Verabreichung von

Natriumcitrat im Harn der Vcrsuclistiere CS naclnveisen. Hierzu

bedicnlen sie sich cincr Modifikation der Methode von Deniges

(1899, 1901), bei der die CS zu Acetondicarbonsaure oxydiert und
als Komplexverbindung mit Mcrcurisulfat ausgefallt wird. Im
folgcnden Jahre zeiglcn Amberg und Me Clure (1917), dass die

CS rcgclmfissig im Harn vorkommt, indem sie bei drei gesunden

Personen cine mittlcrc Ausschcidung von ca. 500 mg in 24 Stunden

bcobachtctcn. Dieser erslc sichcre Nadnveis der CS als normalem

Harnbestandtcil wurdc mit dcr von Staure (1895, 1897) angege-

benen Pcntabroniacclonmelhode crbracht. 1921 konnten Amberg
und Maver die CS als Bariumsalz aus dem menschlichen Harn

isolicren und chcmisch idcntiliziercn. Ausffihrlichere Unter-

suchungen bei ICindern wurden von Me Clure und Sauer (1922)

und bei Envachsenen von Me Clure (1922) vorgenommen. Weitere

Unter-suchungen fiber das Vorkommen der CS im normalen Men-

chenham wurden ausgcfuhrt von Thunberg (1929), Ostberg

(1929, 1931), Fasold (1930), Sullmann und Schaerer (1932),

KuvrER und Mattill (193.3), Furth und Mitarbeiter (1934),

Boothby und Adams (1934), Schuck (1934) und Sherman,

Mendel und Smith (1936).

Auch im Harn vielcr Tierarten wurdc CS als normaler Bestand-

Icil nachgcwicsen: bei Pferden von Ostberg (1931), bei Kfihen

von Ostberg (1931), bei Mcerschweinchen von Ostberg (1931) und

Furth und IvIitarbeiter (1934), bei Kaninchen von Langecker

(1933) und Furth und Mitarbeiter (1934), bei Hunden von Furth

und Mitarbeiter (1934), Boothby und Adams (1934), Pucher, Sher-

man und Vickery (1936), Sherman, Mendel und Smith (1936),
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Orten und Smith (1937) und Krebs, Salvin und Johnson (1938),

bei Ratten von Ostberg (1931), Simola und Mitarbeiter (1937)i,

Krebs und Johnson (1938) und bei Schweinen schbesslich von
Woods (1927) und von Furth und Mitarbeiter (1934),

Hauptsachlichst durch die griindlichen Untersuchungen von
Ostberg (1929, 1931), der die CS-Bestimmungen im Harn mittels

der von Thunberg (1929) gefundenen Methylenblaumethode

vornahm, haben wir eingehendere Kenntnisse iiber die normale

und pathologische CS-Ausscheidung beim Menschen erhalten,

Nach diesem Forscher sind die Normalgrenzwerte der CS-Aus-

scheidung des Menschen auf ca. 200—1000 mg in 24 Stunden zu

veranschlagen. Er konnte ferner zeigen, dass ein naher Zusammen-
hang zwischen der Harnaciditat und dem Citratgehalt des Hams
besteht. Bei Neigung zu Alkalosis, ganz unabhangig davon, ob

diese durch Verabreichung von Alkahen, durch Diatveranderungen

Oder durch Stoff-wechselstdrungen hervorgerufen wird, konstatierte

Ostberg stark vermehrte Citrat-Ausscheidung; bei acidotischen

Zustanden der verschiedensten Ursachen (saure Diat, Verabreichung

von Sauren oder saurebildenden Salzen, Stoffwechselstdrungen

mit Acidose u. s. w.) wiederum stark verminderte CS-Ausscheidung

Oder garkeine nachweisbare CS im Harn. Nach diesen Unter-

suchungen ist die CS von grosser Bedeutung fur die Aufrechter-

haltung des Saure-Basen-Gleichgewichts im Organismus und bildet

ein wichtiges Puffersystem des Hams, Die CS soil nach Ostberg
im Harn als eine komplexe, schwach ionisierte aber losliche Calcium-

Citronensaure-Verbindung vorliegen und aus diesem Gmnde ver-

mutet er, dass die CS dazu beitragt die Calciumsalze des Hams
in Losung zu halten.

Gesteigerte CS-Ausscheidung bei Alkalosis ist auch von vielen

anderen Forschern beobachtet -worden (Fasold, 1930; Magnus-
SON, 1932; SuLLMANN und Schaerer, 1932; Langecker, 1933;

Boothby und Adams, 1934; Forth und Mitarbeiter, 1934; Schuck,

1934; Sherman, Mendel und Smith, 1936; Simola und Mitarbei-

ter 1937—1939; Orten und 'Smith, 1937). Jedoch hoben als erste

Kuyper und Mattill (1933) und Boothby und Adams (1934)

hervor, dass die CS-Ausscheidung nicht nur durch das Saure-

Basen-Gleichgewicht reguhert werde, sondern sicherhch auch noch

von anderen Umstanden abhinge. Zu ahnlichen Schlussfolgerungen

^ In einer vorlaufigen Mitteilung (Krusius und Simola, 1938) wurde
Ober erhohte CS-Ausscheidung bei B-vitaminotischen Ratten berichtet; ein-

gehendere Untersuchungen, (Iber die an anderer Stelle berichtet werden soil,

haben aber gezeigt, dass nach einer anfanglichen leichten Steigerung die

CS-Werte im Harn mit Fortschreiten des Mangelzustandes eher abnehmen.



TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUGHlINGEN UBER DIE ^USSGHEID. USW. 23

kamen in den folgenden Jahren Simola und Mitarbeiter (1937

—

1939), Orten und Smith (1937) und Krebs, Salvin und Johnson
(1938) durch Belastungsversuche mit verschiedenen Stoffwechsel-

produkten bei Tieren, bei denen es hiernacb zu einer viel grosseren

CS-Ausscheidung kam als nach Verabreichung der aquivalenten
Bicarbonatmenge (s. weiter unten).

Der CS-Spiegel des Blutes ist fiir jedes Individuum ziemlich

konstant. Nach den Untersuchungen von Sherman, Mendel und
Smith (1936) scheint der Nierenschwellenwerte der CS bei Hunden
holier zu liegen als der Blut-CS-Spiegel. Hieraus darf man wohl
schliessen, dass ein grosser Teil der Harn-CS in den Nieren gebildet

wird, besonders da im tierischen Korper nach den Untersuchungen
von Sherman, Mendel und Smith keine so grossen Depots vor-

handen sind, als die z. B. bei Alkalosis ausgeschiedenen CS-Mengen
voraussetzen -vviirden.

^

In diesem Zusammenhange ware noch einiges iiber den Einfluss

verschiedener Kostformen auf die CS-Ausscheidung zu sagen.

Fasold (1930) land bei gemischter und vegetabilischer Kost viel

hohere Wertc als bei animalischer Kost. Nach reiner Fleischnah-

ning waren die CS-Werte oft so niedrig, dass die untere Emp-
findlichkeitsgrenze seiner Methode erreicht wurde. Ostberg

(1931) fand bei Kohlenhydratkarenz (Petr^n’sche Diabeteskost:

»Fett und Gemuse») niedrige CS-Ausscheidung, die von einer Sen-

kung des Harn-pH:s und einer Zunahme des Ammoniakgehalts

begleitet wurde. Durch Verabreichung von Bicarbonat konnte er

diese Wirkung der Kohlenhydrat- und Eiweisskarenz beheben.

Nach den Untersuchungen von Sherman, Mendel und Smith

(1936) bewirkt sehr kohlenhydratreiche Diat bei Hunden eine

grossere Citratausscheidung als eiweissreiche Kost.

Die Aufnahme von Nahrung soli nach Kuyper und Mattill

(1933) und Sherman, Mendel und Smith (1936) eine Zunahme

der CS-Ausscheidung in den ersten Harnportionen nach der Mahl-

zeit hervomifen, ohne dass das Harn-pH nach der alkalischen Seite

verschoben wird. Es tritt also eine von dem Saure-Basen-Gleich-

gewicht unabhangige, voriibergehende Zunahme der CS-Aus-

scheidung ein, der in den spateren Harnportionen eine verminderte

Ausscheidung nachfolgt. Die Gesamtausscheidung in 24 Stunden

wird durch die Nahrungsaufnahme nicht verandert.— Bei fastenden

Tieren wurde femer beobachtet, dass die CS-Ausscheidung im

1 Andcrerseits haben abcr die in-vitro-Vcrsucbe von Hallman (1938,

1939) gezeigt, dass die CS ziemlicb leicbt in den meisten tieriscben Geweben

gebildet wird.
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Tages- und im Nachtharn gleich gross ist, (Sherman, Mendel
und Smith, 1936). Die Blut-CS-Werte sollen aber bei hungernden
Kaninchen sinken (Kuyper und Mattill, 1934).— OberdenEin-
fluss einer langeren Fastenperiode auf CS-Ausscheidung liegen

in der Literatur wohl keine Angaben vor.

Acelonkdrper (AK).

Auf die Literatur iiber die Ausscheidung von AK mit dem
Harn mdchte ich bier nicht naher eingehen, da mich dies

zu weit ausserhalb des Themas dieser Arbeit fiihren wiirde. In

meinen Untersuchungen wurden die AK nur insofern mitbestimmt,

als eine Zunahme der Ausscheidung derselben mit dem Harn immer
auf nicht zu vernachlassigende Stoffwechselstdrungen hinweist.

Besonders aber war es natiirlich bei den Belastungsversuchen von

grossem Interesse nachzuprufen, ob die Verabreichung von Zwi-

schenprodukten des Kohlenhydratstoffwechsels zu einer Bildung

von AK fuhrt.

In diesem Zusammenliang sei daher nur er^vahnt, dass im nor-

malen Tierharn und im Harn gesunder Menschen nur Spuren von

Aceton und ganz geringe Mengen yS-Oxybuttersaure (OBS)

vorhanden sind. Schon starker Hunger kann zu einer Zunahme
der Ausscheidung der AK fiihren. Grosse Mengen werden aber erst

bei schweren Stoffwechselstdrungen wie Diabetes und diabetisches

Koma, bei denen speziell der Abbau der Acetessigsaure und der

OBS gehemmt ist, ausgeschieden.

• •

3. Uber friihere Belastungfsversuche.

Die ersten in-vivo-Versuche zur Aufklarung des Umsatzes und

der Ausniitzung physiologisch vichtiger Stoffwechselprodiikte

liegen schon weit zuriick.

Belaslung mit Milchsaure und Brenztraubensaure.

Die altesten Belastungsversuche, die ich in der Literatur ge-

funden habe, wurden mit MS ausgefiihrt. Schon Weichse und

Flechsig (1889) und Araki (1894) beobachteten bei Tierversuchen,

dass Natriumlaktat die Glucose im Stoffwechsel ersetzten kann.

— In neuerer Zeit konnten dagegen Abramson, Eggleton und

Eggleton (1927) sowie Flock, Bollman und Mann (1938) nach

Laktatinjektionen bei Hunden keine Zunahme des Blutzuckers

feststellen; jedoch bewirkt nach den zuletzt genannten Autoren

die Einspritzung von Traubenzucker, Lavulose oder Adrenalin

eine starke Erhdhung der Blut-MS- und BTS-Werte.
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Ausserdem ist nach MS-Belastung auch noch anderen Harn-
bestandteilen Beachtung geschenkt warden. So fanden Orten,
Smith (1937) nach Belastung mit Natriumlaktat keine Zunahnae
der CS-Ausscheidung im Harn von Doggen und Simola. und Kru-
sius (1938) unter den selben Bedingungen bei Ratten keine Ver-
anderung in der Ausscheidung von KGS.
Am haufigsten diirften bisher Belastungsversuche mit BTS

ausgefiibrt warden sein. Die ersten derartigen Versuche wurden
ebenso wie bei Verabreichung von MS angestellt um festzustellen,

ob in-vivo eine Zuckerbildung aus diesen Verbindungen zu beobach-
ten sei. Als erster verabreichte Pohl (1896) zwei Hunden 1 bzw.

2 g BTS, ohne aber im Harn der Tiere Zucker, BTS oder andere

»abnorme Produktei) feststellen zu konnen. Ausfiihrlichere Ver-

suche wurden 1912 von Mayer an Kaninchen vorgenommen,
wobei er bei subcutaner Verabreichung mittlerer BTS-Mengen
(ca. 3 g Natriumpyruvat pro kg Korpergewicht) im Harn der

Versuchstiere regelmassig Glucose (bis zu 2.4 g/24 St.) vorfand;

ferner enthielt der Harn oft Spuren von Eiweiss (Nierenschadigung),

d-MS und angeblich unveranderte BTS, die als essigsaures Phenyl-

hydrazin neben dem Gucososazon ausgefallt wurde. Schliesslich

war bei den Kaninchen meist Hyperglycamie nachzuweisen.

Nach Dakin und Janney (1913) und Ringer (1914) soli bei

Hunden mit experimenteller Phlorizindiabetes nach Verabreichung

von BTS eine betrachtliche Zunahme der Zuckerausscheidung ein-

treten. Dagegen fand Mayer (1913) bei Versuchen mit Phlorizin-

vergifteten Kaninchen und Hunden nach Belastung mit BTS im

Gegenteil eine Abnahme der Glucosurie. Dies erklarte dieser

Forscher durch eine toxische Nierenschadigung, wodurch das

Nierenfilter der Tiere fiir Zucker und stickstoffhaltige Harn-

substanzen undurchlassiger wurde. Ahnliche Beobachtungen hat-

ten auch schon friiher Baer und Blum (1907, 1908 u. 1911) und

Underhill (1912) gemacht bei Versuchen fiber die Zuckerbildung

aus einigen Dicarbonsauren, vor allem Glutarsaure und Wein-

saure, indem die Verabreichung dieser Verbindungen bei Hunden

mit Phlorizindiabetes zu einer starken Verminderung der Glucos-

urie Oder zu ihrem Versiegen fiihrte. — Diese negativen Versuche

diirfen aber nicht ohne weiters als Beweis gegen die Bildung von

Zucker aus BTS aufgefasst werden, wie Mayer selbst hervorhebt,

da bei den Versuchstieren immer ernste Nierenveranderungen

vorlagen.

Geringe Glucosurie beobachtete auch Otani (1925) bei Belastung

von Kaninchen und Hunden mit grossen BTS-Mengen, aber bei
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weitem nicht bei alien Tieren. Gleichfalls wurde teilweise MS
ausgeschieden, die entweder . rechtsdrehend oder optisch inaktiv

war. Karczag (1917) nahm als erster Belastungsversuche an Meer-

schweinchen und Ratten vor, kam aber in Bezug auf alle der von
Mayer untersuchten Harnsubstanzen (Zucker, MS, BTS) zu

vollig negativem Ergebnis.

Im Zusammenhang mit der Kohlenhydratbildung nach Be-

lastung mit BTS muss noch erwahnt werden, dass Stohr und
Henze (1932) bei hungernden Ratten nach Verabreichung von BTS
(100—185 mg per os, neutralisiert mit NaHCOg) starke Glycogen-

bildung feststellen konnten. Endlich ware noch zu erwahnen, dass

Mann und Magath (1922) nach Entfernung der Leber bei Belastung

mit BTS keine Zunahme des Blutzuckers fanden.

t)ber die Ausscheidung von Milchsaure nach Belastung mit BTS
haben in neuerer Zeit Simola (1937) bei Ratten und Simola und

Krusius (1939) beim Menschen berichtet; auch Margaria und

PoNzio (1938) und Flock, Bollman und Mann (1937) fanden bei

Versuchstieren erhohte Laktat-Ausscheidung nach Verabreichung

von BTS.
In neuerer Zeit ist vor allem der Ausscheidung einiger anderer

Sauren nach Verabreichung von BTS Aufmerksamkeit geschenkt

worden. 1927 fanden Toenniessen und Prell im Harn eines

Kaninchen nach subcutaner Einspritzung von Natriumpyruvat

eine organische Saure, die sie fiir Bernsteinsaure hielten. 1937

konnte Simola zeigen, dass nach Belastung mit BTS grosse Mengen

von KGS ausgeschieden werden. Dasselbe Ergebnis wurde spater

auch beim Menschen erhalten (Simola und Krusius, 1938—39).

Dagegen war die Ausscheidung von Bernsteinsaure beim Menschen

nach der Belastung nicht erhoht. Simola (1937) und Simola und

Mitarbeiter (1938) zeigten auch als erste, dass nach Verabreichung

von BTS, besonders bei Ratten eine stark erhohte CS-Ausscheidung

eintritt.

Von weiteren Wirkungen der Verabreichung der BTS auf die

Zusammensetzung des Hams sei noch erwahnt, dass nach den

Untersuchungen von Hensel (1915) die Ausscheidung von Acetyl-

verbindungen nach Belastung mit BTS stark zunimmt; u. a. wird

p-Acetylaminobenzoesaure ausgeschieden. Karczag (1917) . hebt

schliessHch als erster hervor, dass der Harn der Versuchstiere

nach Belastung mit brenztraubensaurem Natrium alkahsch ist und

sehr viel Carbonat enthalt. Hieraus schloss er, dass die BTS
vom Korper vollig umgesetzt werde, wahrend das freigewordene

Alkali mit dem Harn eliminiert wiirde.
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JSelastung mil Citronensaure.

Schon seit Liebig’s Zeiten ist man ziemlich allgemein der An-
sicht gewesen, dass die s. g. Pflanzensauren im Tierkorper voll-

standig abgebaut werden. Im Jahre 1856 wurde das Schicksal

<ier CS im Organismus wohl zum ersten Male von Piotrowski
Tind Magawly untersucht. Diese Forscher sollen zu dem Resultat

:gekommen sein, dass die verabreichte CS im Korper vollig abge-

baut ward; ^ dagegen soil nacli Ohta (1912) ein Teil der verabreich-

ien CS wieder im Ham ausgeschieden werden. Die ersten grund-
licheren Belastungsversuche mit CS wurden von Salant und
Wise (1916) mit Kaninchen, Katzen und Hunden vorgenommen,
ullerdings unter Verwendung einer etw'as unsicheren chemischen

Methodik. Hierbei fanden die Forscher bei oraler oder intraveno-

ser Verabreichung der Saure keine Zunahme der CS-Ausscheidung;

hei subcutaner Applikation vmrde dagegen bis zu einem Viertel

•der gegebenen Menge im Harn wiedergefunden.

t)ber ahnliche Resultate berichtet auch Woods (1927), der bei

Verfiitterung yon grossen Mengen von Citrat und CS bei Schwei-

nen eine Zunahme der CS-Ausscheidung beobachtete, die aber

nach einiger Zeit, trotz fortgesetzter Fiitterung, wieder abnahm.

Dies wurde als eine Gewohnung des Organismus angesehen. Forth,

Minibeck und Edel (1934) konnten bei Belastung von Schwei-

nen mit 2 g freier Saure pro kg Korpergewicht keine Zunahme
der CS-Ausscheidung beobachten und nach den Untersuchungen

von Sherman, Mendel und Smith (1936) wurde nach Belastung

von Hunden mit 0.5—2.0 g CS pro kg nur ca. 0.7 % der verab-

reichten Menge .mit dem Harn ausgeschieden, obwohl der CS-

Spiegel des Blutes 3 %—7 % Stunden nach der Belastung stark

erhoht war. Auch mit dem Kot wurde bei diesen Versuchen keine

CS ausgeschieden. Diese Belastung mit freier Saure hatte keinen

Einfluss auf das pH des Hams und die Stickstoffausscheidung.

Die ersten Belastungsversuche mit CS beim Menschen wurden

von Gonce und Templeton (1930) ausgefiihrt. Diese Forscher

konnten bei dreitagiger Verabreichung von 600 mg CS pro Korper-

kg (als freie Saure) bei yier Kindern keine Zunahme der Citrat-

ausscheidung im Harn feststellen. Eingehender wurde der Umsatz

oral verabreichter CS beim Menschen untersucht von Ostberg

(1931). Die Verabreichung von bis zu 40 g CS (unneutralisiert)

verursachte meist keine Steigerung in der Ausscheidung der CS,

in einigen Fallen trat im Gegenteil eine Abnahme der Ausscheidung

1 referiert nach Ostberg (1931).
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ein, die Ostberg durch eine Veranderung des Saure-Basen-GIeich-

gewichts erklart, Hierdurch erklart sich auch das verschieden-

artige Verhalten einzelner Individuen bei der Belastung. Findet

eine Verschiebung des Saure-Basen-Gleichgewichts nach der sauren

Seite statt, kommt es trotz Zufuhr von CS zu einer verminderten

Ausscheidung; wird dies Gleichgewicht nicht gestort, kann es in

einzelnen Fallen zu einer gesteigerten Ausscheidung kommen.
Auf jeden Fall wird aber nach Ostberg nach Verabreichung von

CS als freie Saure beim Menschen giinstigstens Falls nur ein ge-

ringer Bruchteil der gegebenen Menge im Harn wiedergefunden.

Bei Belastung mit Natriumcitrat stellte Ostberg dagegen eine

ebenso grosse CS-Ausscheidung fest, wie bei Applikation der ent-

sprechenden AUcalimenge, sodass hier die Zunahme als Alkali-

wirkung zu deuten ware.

Nach Kuyper und Mattill (1933) entgingen nach Verab-

reichung von 2—20 g freier CS an fastende Personen oder an Per-

sonen auf konstanter Diat nur ca. 1.5—2.5 % der Saure der Ver-

brennung; Schuck (1934) fand nach acht Tage langer Belastung

mit tagl. 12 g CS bei 3 Versuchspersonen keine zusatzhche CS-

Ausscheidung im Harn, bei drei anderen Versuchspersonen ent-

gingen zwischen 1.6—3.6 % der verabreichten Menge der Oxy-

dation.

Auch einige Untersuchungen uber den Einfluss der CS auf die

Kohlenhydratbildung im diabetischen Organismus liegen in der

Literatur vor. Schon 1905 hatte Satta eine )>antiketogene)> Wirkung

der CS bei Diabetikern angenommen. Baer und Blum (1911) und

Lusk (1912) fanden bei Verabreichung von CS an Hunde mit

Phlorizindiabetes eine Zunahme der Glucosurie, dagegen aber

keine »antiketogene)) Wirkung. Auch bei einem Diabetiker soil

nach Verabreichung von CS eine Zunahme der Zuckerausscheidung

eingetreten sein. Furth, Minibeck und Edel (1934) glaubten bei

einem Hunde mit experimenteller Adrenahn-Glucosurie bei gleich-

zeitiger Oberschwemmung des Organismus mit Natriumcitrat

eine schnell abklingende alimentare Citraturie feststellen zu kon-

nen, was auf eine Hemmung der CS-Verbrennung im diabetischen

Organismus zu deuten schien. Nach all dem bisher gesagten iiber

die CS-Ausscheidung wie auch besonders weil jegliche Angaben

liber die Aciditat des Hams bei diesem Versuch fehlen, scheint es

mir jedoch unbedingt erforderlich dieses Ergebnis nachzupriifen,

ehe so weitgehende Schliisse gezogen werden.

In letzter Zeit ist in diesem Laboratorium die Ausscheidung

von KGS nach Belastung mit CS untersucht warden, wobei be-
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obachtet wurde, dass bei Ratten die perorale Verabreichung von
Natriumcitrat zur Ausscheidung beachtenswerter Mengen KGS
fuhrt (SiMOLA. und Krusius, 1938). Audi Krebs, Salvin und
Johnson (1938) fanden bei Kaninchen Zunahme der KGS-Aus-
scheidung nach intravenoser Infusion verdunnter Citratlosung.

Belasiungen mit anderen organischen Sauren.

Ausser den erwahnten Versuchen mit MS, BTS und CS sind

scbon seit langen Zeiten eine ganze Reihe anderer Sauren zuBe-
lastungsversuchen veru'endet worden. Hierbei wurde das Augen-
merk vor allem auf solche Verbindungen gerichtet, die eventuell

selbst als Zwischenprodukte des intermediaren Stoffwechsels in

Frage kamen oder wenigstens theoretisch in Beziehung zum Um-
satz der bier untersuchten Verbindungen gesetzt werden konnten.

Bei all diesen Versuchen beachtete man vor allem zwei Fragen;

1) ob die betreffende Verbindung im Tierkdrper voUstandig umge-

setzt wird oder grdssten Teils unverandert im Harn wiederzu-

finden ist, und 2) ob es bei den Belastungsversuchen zur Bildung

anderer wichtiger Stoffwechselprodukte kommt, die als Um-
wandlungsprodukte der verabreichten Substanz anzusehen sind.

Was die erste Frage anbetrifft sollen hier nur einige im Zusam-

menhang mit dieser Arbeit wichtige Befunde hervorgehoben

werden. Der Abbau und Umsatz der gewdhnlichen aliphatischen

Fettsauren (Monocarbonsauren) ist scbon kurz behandelt worden.

Die normalen niederen Dicarbonsauren bis Cg, werden mit Aus-

nahme der Oxalsaure, welche sehr giftig ist, im Tierkdrper leicht

verbrannt. Ebenso verhalten sich die entsprechenden Oxydi-

carbonsauren mit Ausnahme der Weinsaure.

Diese Tatsache ist scbon seit Liebigs Zeiten allgemein be-

kannt, wurde aber auch in neuerer Zeit fiir viele Sauren experi-

mentell nachgewiesen. So stellte u. a. Ohta (1912) fest, dass die

1-ApfeIsaure im Tierorganismus zum iiberwiegenden Teil umge-

setzt wird; nur nach Verabreichung besonders grosser Mengen

wurden bis zu 5 % unveranderter Saure mit dem Harn ausge-

schieden. Zu ahnlichen Ergebnissen in Bezug auf die Bernstein-

saure gelangten ausser Longo (1877, 1878) auch Andersen (1926)

und Bernhard und Andreae (1936).

Die hdheren,. gesattigten Dicarbonsauren werden dagegen nur

wenig ausgenutzt, und zwar soil die Verbrennbarkeit mit Zunahme

der C-Atomzahl bzw. Methylengruppe abnehmen, obwohl die

hdheren Sauren im Tierversuch am wenigsten giftig sind. Die

nachstbdhere Saure nach der Bernsteinsaure, die Glutarsaure mit
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fiinf C-Atomen, soli nach den Untersuchungen von Baer und Blum
(1907) noch grossten Tells umgesetzt werden. Bel Phlorizindia-

betischen Hunden haben diese Forscher nach Injektion der Saure,

die nach Rose (1924—^25) die giftigste aller Dicarbonsauren ist

und Starke Nierenschadigungen hervorruft, qualitativ geringe

Mengen Bernsteinsaure im Harn gefunden. Dieser Befund ist

bisher nicht bestatigt worden, scheint auch sehr fraglich, wie

Flaschentrager (1926) hervorhebt, well theoretisch aus der

Glutarsaure dutch )3-Oxydation wohl Malonsaure entstehen

sollte.

Die folgende Saure in der Reihe, die Adipinsaure mit sechs

C-Atomen wird dagegen meist zu iiber 50 % unverandert mit dem
Harn wieder ausgeschieden (Mori, 1918; Andersen, 1926; Fla-

schentrager, 1926). Jedoch kleine Mengen der Saure konnen

unter gewissen Umstanden besser verbrannt werden (Flaschen-

trager, 1926). Abbauprodukte der Saure sind bisher im Ham
nicht nachzuweisen gewesen; als erstes Produkt kame bei der

^-Oxydation die Bernsteinsaure in Frage, welche aber gleich welter

abgebaut wird.

Die noch hoheren Dicarbonsauren werden scheinbar noch

weniger ausgeniitzt. Schon Baer und Blum (1908) priiften die

Pimelinsaure (C7), Korksaure (Cg), Acelainsaure (C9) und Sebacin-

saure (C^g) im Tierversuch bei Phlorizindiabetes und fanden

zwischen 40—60 % der Sauren im Harn wieder. Zu demselben

Ergebnis gelangte auch Flaschentrager (1926). Als Abbau-

produkte konnten im Harn der Versuchstiere oft geringe Mengen

der zwei bzw. vier C-Atome weniger enthaltenden entsprechenden

Dicarbonsauren nachgewiesen werden, wodurch die /?-Oxydation

dieser Sauren erviesen war (Verkade, van der Lee und van

Alphen, 1935; Flaschentrager und Bernhard, 1936).

Den schwachen Abbau der hoheren Dicarbonsauren hat man
mit einer Hemmung der )5-Oxydation dutch die zweite freie Car-

boxylgruppe zu erklaren versucht. Diese Auffassung wird gestiitzt

dutch den Befund von Flaschentrager (1926) und Flaschen-

trager und Bernhard (1938), dass das Halbamid oder Halbanilid

dieser Sauren im tierischen Organismus beinahe vollstandig ver-

brannt wird.

Zu erwahnen ware ferner noch, dass nach einer jiingst erschie-

nenen Untersuchung von Emmerich (1939) auch die Methylderivate

vieler Dicarbonsauren sehr wenig umgesetzt werden. Die Methyl-

adipinsaure wird zu uber 60 % unverandert mit dem Harn ausge-

schieden, aber auch die Methylbernsteinsaure (Itaconsaure),
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Methylfumarsaure (Mesaconsaure) und Methylmaleinsaure (Citra-
consaure) werden grossten Teils nicht verbrannt.

Von Tricarbonsauren interessiert hier nur die CS, iiber deren
Abbau und Umsatz sclion ausfuhrlich berichtet wurde.

Was die zweite Frage anbetrifft sind schon eine ganze Reihe
Belastungsversuche envahnt worden, die ausgefiihrt wurden um
die Bildung von Kohlenhydraten aus intermediaren StoffwechseF
produkten zu untersuchen.

In friiheren Jahren schenkte man ferner vor allem der MS-
Ausscheidung viel Beachtung. So berichteten Blum und Wo-
RINGER (1920) iiber Ausscheidung von MS nach Darreichung von
Propionsaure, -wodurch sie glaubten den Beweis einer a-Oxydation
in-vivo erbracht zu haben. Knoop und Josx (1923) prtiften eine

ganze Reihe von Sauren in Bezug aui ihren Einfluss auf die MS-
Ausscheidung mit dem Ham, indem sie die Natriumsalze der Sauren

Hunden in verdiinnten Losungen intravenos oder subcutan ein-

verleibten. Die starkste MS-Bildung beobachteten sie hierbei

nach Verabreichung von OBS und Propionsaure, Buttersaure

lieferte weniger, Essigsaure und Bernsteinsaure verhielten sich

negativ, Auch nach Ameisen-, Malon- und Chloressigsaureein-

spritzung wurde MS-Ausscheidung festgestellt, ist aber nach diesen

Forschera wohl als Giftwirkung zu erklaren. — Schliesslich ruft

auch die intravenose Injektion grosser Mengen Glucose oft eine

Steigerung der MS-Ausscheidung hervor (Moraczewski und

Lindner, 1921). Dass ebenfalls die BTS zu MS-Ausscheidung

Anlass gibt, ist schon in anderem Zusammenhang erwahnt worden.

In letzterer Zeit ist vor allem die Ausscheidung der CS nach

Verabreichung vieler wichtiger Stoffwechselprodukte untersucht

worden. Schon Furth, Minibeck und Edel (1934) konstatierten

bei einem Jungschwein, dass die Zugabe von Natriumacetat zur

taglichen Kost eine starke Vermehrung der CS-Ausscheidung her-

vorrief, wobei der Harn allerdings stark alkalisch war. Die Verab-

reichung von MS, Apfelsaure (als Natriumsalze), Oxalessigsaure

(als Ester), und Alkohol und Glycerin hatte dagegen keinen Ein-

fluss auf die CS-Ausscheidung. Orten und Smith (1937) unter-

suchten die CS-Bildung bei Hunden und fanden, dass die Natrium-

salze der Malon-, Bernstein-, Fumar-, Apfel- und (bei einem Tier)

Maleinsaure die grosste Zunahme der CS-Ausscheidung bewirkten,

obgleich sie nur eine geringe Verschiebung des Harn-pH;s nach

der alkalischen Seite hin verursachten. Aus diesen Ergebnissen

schliessen die Forscher, dass alle die genannten Verbindungen

Oder deren Umsatzprodukte im Stoffwechsel als Ausgangsstoffet
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fiir die CS-Bildung in Frage kommen. (Bei den Versuchen wurden
die Salze in Mengen von 100 mg Natrium pro kg Korpergewicht

injiziert). Auch in diesem Laboratorium ist die namliche Frage

schon einleitend gepriift worden. Simola, Krusius und Ala-
pEuso (1938) fanden bei oraler Belastung von Ratten eine starke

CS-Ausscheidung bei Verabreichung von BTS, KGS, Fumar-,

Apfelsaure, OBS und Acetessigsaure (Dosis 0.5—1 .0 g Saure, neutra-

bsiert mit Alkali). Nach BTS-Belastung war die Erhohung derCS
im Harn ca. 30-fach, bei den anderen Sauren mit Ausnahme der

Acetessigsaure etwa 50—70-fach. Auch Krebs, Salvin und
Johnson (1938) beobachteten bei Kaninchen die Bildung von

CS aus Bernsteinsaure, Fumarsaure und Apfelsaure. Simola

und Kosunen (1938) haben dann noch eine ganze Reihe anderer

Substanzen bei Ratten nach Verabreichung Natrium iiquivalenter

Mengen der Salze (600 mg Natrium pro kg) auf ihre CS-bildende

Fahigkeit hin untersucht. Die starkste Wirkung wurde hierbei

durch Brenztraubensaurealdol, Glutarsaure und Malonsaure er-

reicht, am schwachsten virkten Glucon-, Adipin- und Oxalessig-

saure (Enolform), jedoch schien auch ihre Wirkung starker zu

sein als die der entsprechenden Natriumbicarbonatmenge.

Von Krebs, Salvin und Johnson (1938) und Simola und

Krusius (1938) ist schliesslich noch die Wirkung der Belastung

mit den im Vorhergehenden aufgezahlten Substanzen auf die KGS-
Ausscheidung untersucht worden. Die ersteren Forscherbenutzten

Kaninchen als Versuchstiere, denen sie Fumar-, O.xalessig-, 1-Apfel-,

Bernstein- und Malonsaure in molarem Verhiiltnis intravenos

einspritzten (als Natriumsalze). Alle die genannten Verbindungen

riefen neben starker CS-Ausscheidung auch eine grosse Zunahme
der KGS-Bildung hervor. Nur die »unphysiologische» Malonsaure

bewirkte eine sehr geringe Vermehrung der CS- und KGS-Aus-
scheidung, wogegen viel Bernsteinsaure im Harn gefunden wurde.

Simola (1938) beobachtete bei Ratten nach Belastung mit OBS
Starke KGS-Zunahme im Harn und Simola und Krusius (1938)

ausser nach Verabreichung der von Krebs untersuchten Sauren

auch nach einigen anderen, wie z. B. CS, KGS u. a. Alle diese Ver-

bindungen batten aber nach den ersten orientierenden Versuchen

keinen Einfluss auf die MS- und BTS-Ausscheidung.

Schliesslich sei noch envahnt, dass HuszAk (1935) bei subcuta-

ner oder intravenoser Verabreichung von Malonat an Versuchs-

tiere AK im Harn fand; hatte man neben Malonat auch Fumarat

gegeben, wurde kein Aceton, dagegen aber Oxalessigsaure aus-

geschieden.



11. Chemische Methodik.

I. Methoden zur Bestimmungr der Gesamt-
a-Ketosauren.

Bis vor kurzer Zeit war die BTS die einzigste genauer bekannte
und im ticrischen Stoffwechsel nachgewiesene a-Ketosaure. Ein
grosser Teil der bislier venvendeten Bestimmungsmethoden der

BTS beruht dahcr auch auf ihren Eigenschaften als a-Ketosaure,

der allgemeinen Slruktur R-CO-COOH.
So rcagiert die Carbonylgruppe z, B. mit Natriumbisulfit genau

wie Aldeliydc unter Bildung einer komplexen Verbindung, die erst

in alkalischer Losung weder gespalten ward. (A). Auch mit Hydra-
zinen rcagiert die Carbonylgruppe unter Bildung von Hydrazonen,

von dencn besonders einige Phenylhydrazone geeignet sind zur

Isolicrung der a-Ketosauren. (B). Ferner konnen die a-Ketosauren

Icicht decarboxyliert w'erden, wobei man die entstehende Kohlen-

saure manometrisch bestimmen kann. (C). Auch lassen sich die

Sauren chcmisch direkt zu der folgenden niedrigeren Fettsaure

oxydiercn und bestimmen. (D).

Nachdem die KGS als wichtiges tierisches Stoffwechselprodukt

nachgewiesen warden ist, miissen alle diese Bestimmungsmetho-

den der BTS nicht mehr als vollig spezifisch angesehen werden und

sind daher in dieser Form -svohl hauptsachlichst nur als Methoden

zur Bestimmung der Gesamt-a-Ketosauren zu verwenden. ^

Hier soil daher nur kurz, unter Hervorhebung der Fehler-

quellen fiber derartige Methoden berichtet werden.

1 Es dOrftc auch kcin Zwcifel darObcr bestehcn, dass im ticrischen Stoff-

wcchscl ausser der BTS und KGS noch andcrc a-Ketosauren vorkommen,
wenn auch viellcicht in schr gcringen Mengen; es sci hier nur an die Oxal-

cssigsaurc und Phenylbrenztraubensaure crinnert.

3
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A. Bisnlfitmethode.

Diese Methode wurde von Clift und Cook (1932) angegeben. Nach
Ausfallen der Eiweisskorper mit Trichloressigsaure und Zusatz von NaOH
bis zu pH 2—2.5 werden die Carbonylverbindungen durch Zusatz tiber-

schiissigen Bisulfits abgefangen. Dann wird der tlberschuss an Natrium-

bisulfit mit Jodlbsung oxydiert, die Carbonyl-Bisulfitverbindung durch

Zusatz von Natriumbicarbonat Oder sekundarem Natriuniphosphat ge-

spalten und das freigewordene Bisulfit jodometrisch bestimmt.

Auf diese Art und Weise werden alle Carbonylverbindungen der Probe

bestimmt, so u. a. ausser BTS und KGS, Acetaldeyd, Aceton und Acet-

essigsaure, Methylglyoxal, Dihydro-oxyaceton, Glycerinaldehyd sowie

andere in physiologischen Substraten vorkommende Carbonylverbin-

dungen.

Zur Verbesserung dieser Methode wurde von Clift und Cook das

Kochen der Analysen mit Alkali vor dem Sulfit-Zusatz vorgeschlagen.

Hierbei sollen alle alkalilabilen Verbindungen wie Acetaldehyd, Methyl-

glyoxal, Dioxyaceton, Glycerinaldehyd etc. bis auf wenige Prozent zer-

stort werden, wahrend die a-Ketosauren bis zu 93 % erhalten bleiben.

Nach Unteruchungen von Peters und Thompson (1934) und Jong und

Picard (1937), sowie aus eigener Erfahrung ist aber das Alkalikochen

zur Entfernung storender Substanzen bei Blut- oder Gewebebestimmun-

gen ungeniigend. Andererseits kann man bei Bestimmungen im normalem

Blut nach dem Alkalikochen oft etwas grossere Werte finden. (Krusius

und VESA, 1939).

Bei dieser Methode gibt es aber auch noch andere Fehlerquellen.

Elliot, Benoy und Baker (1935) zeigten, dass bei der ursprunglichen

Methode von Clift und Cook meist ein Verlust von bis zu 20 % BTS
eintritt. Dies beruht darauf, dass nach Zusatz von Bicarbonat ein Teil

des freigewordenen Bisulfits verschwindet. Dies soil vermieden werden

konnen durch Eiskiihlung der Analyse oder durch Benutzung von sekun-

darem Natriumphosphat (Na2HP04.12 H2O) statt dem Carbonat. Nach

V. Lupin (1936) muss die Carbonyl-Bisulfit-Verbindung wenig dissoziiert

sein (K<10—4), da sonst bei der Titration Verluste eintreten. Nachmeinen
Erfahrungen durfte dies gerade bei BTS-Bestimmungen mittels dieser

Methode der Fall sein, selbst bei Verwendung von Phosphat; dagegen

lasst sich Acetaldehyd mit Bisulfit 100 % bestimmen. (vgl. die MS-

Bestimmung).

Zu erwahnen ist noch, dass die Bisulfitmethode nur fiir Blut- und

Gewebe-Extrakt-Bestimmungen verwendbar ist; bei Harnbestimmungen
ist es unmoglich den Endpunkt der Titrierungen genau zu bestimmen

und werden nach der Spaltung der Bisulfit-Komplex-Verbindung sehr

grosse Jodmengen bis zur Blaufarbung mit Starke verbraucht. ^

1 Nach unverSffentlichen Unte rsuchungen von R. Narvanen.
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B. Methoden, die auf der IsoUerang der a-Ketosauren (bzw.
BTS) als Hydrazone berohen.

Zur Isoliening einzelner Carbonylverbindungen (u. a. BTS, Methyl-
glyoxal) sind scbon lange verschiedene Hydrazine venvendet worden.
Von vielen gepruften Hydrazinverbindungen erwies sich zum Nachweis
von Carbonylverbindungen das 2.4-Dinitrophenylhydrazin am geeignet-

sten. Dies ^^•urde zum ersten Male von Bulow und Seidel (1924) vorge-
schlagen; Neuberg und Kobel (1928) gebrauchten es dann als erste bei

dem Nachweis von Methylglyoxal bei der Hefegarung. 1931 arbeiteten

Simon und Neuberg eine quantitative Methode zur Bestimmung von
BTS, Methylglyoxal und Acetaldehyd als 2.4-Dinitrophenylhydrazone

aus. ^ Die Trennung der drei Hydrazone geschah folgendermassen: BTS

—

2.4—Dinitrophenylhydrazon wurde in kaltem Soda gelost, in der die

anderen Hydrazone unloslich sind. (Das Hydrazon der KGS lost sich aber

auch in Sodal). Aus der rotbraunen Sodalosung wurde es mit Salzsaure

ausgefallt, gewaschen, getrocknet und gravimetrisch bestimmt. Der
Ruckstand nach der Entlemung des Hydrazons der BTS wurde mit 94 %
heissem Alkohol behandelt, wobei sich das Hydrazon des Acetaldehyds

lost, wahrend das Bis-dinitrophenylhydrazon des Methylglyoxals darin

vollig unloslich ist. Nach ihrer Trennung werden die beiden Hydrazone

ebenfalls mit Salzsaure ausgefallt und jedes fiir sich durch Wagen er-

mittelt.

Diese Methode beriicksichtigt die Hydrazone der AK ebenso wenig

wie das Hydrazon der KGS, das sich chemisch dem der BTS sehr ahnlich

verhalt. Von Case (1932) Avurde basierend auf die Untersuchungen von

Neuberg cine Methode ausgearbeitet, die in einerModifikation von Peters

und Thompson (1934) noch heute meistens zur Bestimmung der BTS
venvendet wird. Das Prinzip ist folgendes: 1. Ausfallung der Carbonyl-

verbindungen aus dem mit Trichloressigsaure enteiweissten Substrat.

2. Mehrfache Extraktion mit Athylacetat bis keine Spuren von Hydrazin

mehr in die Atherschicht iibergehen. 3. Mehrfache Extraktion der kombi-

nierten Athylacetatfraktionen mit alkalischem Phosphat, % Volumen,

bis keine Farbe mehr in das Phosphat libei^eht. Die erste Extraktion wird

nach Peters mit gesattigter NagPO^-Ldsung vorgenommen, die folgen-

den mit 1/15 mol. Losung. Das Phosphat soil nur das Hydrazon der

BTS aufnehmen, wahrend das uberschussige Hydrazin und die anderen

Hydrazone nicht gelost werden sollen. (Es steht jedoch fest, dass wenig-

stens das Hydrazon der KGS genauso gut in Phosphat aufgenommen wird.)

1 In Gcgenwart von Triosephosphors&ure kann das Methylglyoxal aber

nicht derart bestimmt werden, da das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der Triose-

phosphorsaure so unbestandig ist, dass es bei der Ausfallung zum grossen

Teil in das Methylglyoxal-bis-hydrazon Obergeht. (Meyerhof und Lohmann,
1934). Durch diescn Bcfund ist das Auftreten des Methylglyoxals als Zwischen-

produkt bei der Glycolyse (Neuberg) sehr unwahrscheinlich geworden. Auch
das Vorkommen von Methylglyoxal im Ham bei B-Avitaminosen ist nach

den Untersuchungen von Simola (1939) sehr fraglich.
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4. Die vereinten Phosphatfraktionen werden'mit Salzsaure angesauert und
wiedemm mit Athylacetat extrahiert bis keine Farbe mehr aus der Wasser-

schicht in die Acetatschicht ubergeht. 5. Wiederholung der Prozedur in

Punkt 3.—6. Wiederholung von 4, danach wird Alkali bis zu pH 2.5 zuge-

setzt. 7. Eindunsten des Athylacetats, eventuell im Vakuum, 8. Der
Ruckstand wird in alkoholische Kaliumhydroxydlosung aufgenommen

und kolorimetrisch nach dem Prinzip von Barrenscheen und Dregus

(1931) bestimmt. (Als Vergleichslosung dient 1 mg BTS, ausgefallt als

Hydrazon und gelost in 50 cm^ der Lauge.)

Mit dieser Methode soil man noch 0.15 mg BTS mit grosser Genauig-

keit bestimmen konnen. tlber eine chemische Idehtifizierung (Verbren-

nungsanalyse etc.) des Riickstandes nach Verdampfen des Essigesters

habe ich keine Angaben gefunden. —Von Peters und Thompson wurde

diese Methode zu Blut- und Gewebebestimmungen benutzt, in der neuerer

Literatur sind aber auch einige Harnanalysen mit dieser Methode zu linden.

Thompson und Johnson (1935) haben zur Reinigung des Ruckstands

nach Entfernung des Essigesters auch folgendes Verfahren angegeben:

Der Ruckstand -wird mit gewohniichem Petroleum gewaschen, dann wieder

in Athylacetat aufgenommen und gereinigt durch neue Extraktion mit

Phosphat. Danach wieder Ansauerung mit HCl und Extraktion mit

Acetat. Dies soil 5 mal wiederholt werden. Dann wird der Essigester-

auszug mit Wasser gewaschen, auf pH. 2.0 gebracht und eingedunstet auf

einige cm’. Danach soli das Hydrazin mit Petroleum ausgefallt und im

Vakuum iiber Schwefelsaure gelrocknet werden. Das so gereinigte Pro-

dukt soli sich mit roter Farbe in alkoholische KOH losen; der Schmelz-

punkt variierte zwischen 210—220° (Mittel 216°). Sjmthetisches BTS-

dinitrophenylhydrazon schmilzt bei 214° (Allen 1930, Case, 1932), 216°

(Neuberg und Kobel, 1929) und 219° (Lohmann und Meyerhof, 1934),

220° (SiMOLA, 1936).!

Wie aus der obigen Beschreibung zu ersehen ist, ist diese Methode

sehr umstandlich und zeitraubend. Die Extraktion des Essigesters mit

Phosphat und umgekehrt ist sehr viele Male nacheinander zu wieder-

holen, da immer noch geringe Farbspuren iibergehen. Andererseits wird

aber durch dieses so lang fortzusetzende Extraliieren die Methode unge-

nauer, auch lost das Phosphat bei sehr haufigen Schiitteln immer wieder

betrachtliche Mengen Hydrazin aus der Essigesterschicht, was zu Verun-

reinigungen des Endproduktes fiihren muss.

Vor allem aber ist als schwenviegendste Bemerkung gegen diese Methode

anzufiihren, dass es nicht bewiesen ist, dass der Ruckstand nach Ein-

darapfen des Athylacetats tatsachlich nurBTS-2.4-dinitrophen3'lhydrazin

enthalt. Selbst wenn die Hj’dfazone von Aldehyden u. a. Carbonylver-

bindungen nicht durch Phosphat gelost werden, steht doch einwandfrei

fest, dass das 2.4-Dinitrophenylhj'drazon der KGS sich genau wie dasselbe

der BTS verhalt. — Nun lost sich zwar das Hj'drazon der KGS mit gelb-

brauner Farbe in alkoholische Laugenlosung, wahrend diesselbe Menge der

1 nach personlicher Mitteilung von Simola.
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BTS eine tiefrote Farbe gibt. Enthalt aber die Analyse viel KGS und nur
wenig BTS, wie das z. B. bei Belastungen oft der Fall ist, verandert die
geibbranne Tdnung der KGS die rote Farbe der BTS ganz sicberlich und
stort folglich bei der photometrischen Bestimmung.

Was die Untersucbungen des gereinigten Riickstands nach denAngaben
von Thompson und Johnson anbetrifft, sei bier noch erwahnt, dass der
Schmelzpunkt des 2.4-Dinitrophenylhydrazons der synthetischen KGS
223—224° betragt (Krebs 1933, Simola, 1936), also sehr nahe demjenigen
desselben Hydrazons der BTS (214—220°) liegt. Das von Krebs im Nieren-
gewebe isolierte 2.4-Dinitrophenylhydrazon der KGS zeigte einen Scbmelz-
punkt von 217—222°, das im Harn B-avitaminotischer Ratten nach
Simula 223—224°. Wie man sieht ist also die Schmelzpunktsbestimmung
zur Identifizierung des nach der Methode von Peters und Thompson
erhaltenen Hydrazons bei weitem nicht ausreichend.

Von Lu (1938) ist die Methode von Case zu einer Mikromethode fiir

Blutanalysen ausgearbeitet worden. Die Methode soil schnell, spezifisch

und sensitiv fur BTS-Bestimmungen sein. (1:5.000.000; in 10 cm® werden

2 y mit ± 1.5 % Fehler bestimmt.) Bei genauer Befolgung der Methodik

sollen erst 7.5 y KGS einen ebenso starken Ausfall des photoelektrischen

Kolorimeter geben wie 1 y BTS. Daher vertritt Lu die Ansicht, dass die

KGS bei Blutbestimmungen mit ihrer Methode vernachlassigt werden kann.

Zur Bestimmung bedarf Lu nur 2—^3 Tropfen Blut oder 0.2 cm®.

Da in dieser Arbeit keine Blutbestimmungen vorgenommen wurden,

werde ich hier nicht naher auf diese Methode eingehen. Zur Diskussion

sei hier nur die Frage gestellt, ob die KGS bei Bestimmungen im B-avita-

minotischen Blut nicht doch zu falschen Brgebnissen Anlass gibt. Bekannt-

lich sind die Bisulfitwerte in derartigem Blut viel grosser als die auf ver-

schiedene Art und Weise ermittelte BTS. Andererseits scheiden B-avita-

minotische Ratten nach Simula grosse Mengen KGS mit dem Harn aus,

dagegen kaum BTS. Es liegt daher die Ann^me sehr nahe zur Hand, dass

die hohen Bisulfitwerte wenigstens teilweise durch KGS bedingt werden.

Ferner hat Lu bei ihrner Methode die Acetessigsaure nicht beriicksichtigt;

diese. reagiert bekanntlich mit Hydrazin genau wie die a-Ketosauren.

Da die Methode von Peters und Thompson aus den oben angefuhrten

Grunden nicht als exaktes Verfahren zur Bestimmung der BTS angesehen

w'erden kann, wmrden in dieser Arbeit keine Bestimmungen nach ihr aus-

gefiihrt. Jedoch fiihrte ich anfangs eine ganze Reihe methodischer Ver-

suche mit ihr aus. Hierbei schien es mir angebracht, dass Hydrazon nicht

kolorimetrisch zu bestimmen, wegen der eventuellen Stoning durch das

Hydrazon der KGS. Nach meinem Dafurhalten kann aber die Methode

eventuell in Frage kommen bei Bestimmung des Gesamtgehalts von a-Keto-

sauren, nur muss das Mischhydrazon der KGS und BTS dann gravimetrisch

Oder titrimetrisch bestimmt werden. Bei der titrimetrischen Bestimmung

wird das Hydrazongemisch in 1/100 n NaOH (genau abgemessene Menge)

gelost. Die zur Neutralisierung der freien Carboxylgruppe des Hydrazons

verbrauchte NaOH wird dann durch Titration der iiberschussigen Base
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mit 1/100 n H2SO4
ermittelt. Parallel muss naturlich immer eine Blind-

probe titriert werden zur Eliminierung des NaOH-Verbrauchs der Luft-

kohlensaure. (Indikator: Phenolrot.) Mit beiden Methoden erhielt ich in

wassriger Pyruviatldsung zufriedenstellende Ausbeuten (vgl. Tabelle Nr. 1 .);

TabeUe Nr. 1.

BTS-Beslimmungen in reinen Losungen nach Neubcrg-Case.

Zugesetzt
mg

Gefundcn
mg

Ausbeutc

%

Gravimetrische Bestimmung .... 3.0 2,87 95.7

» ^ .... 1.5 1.00 66.7(?)

Titrimetrische Bestimmung .... 5.0 4.59 91.8

> » .... 5.0 4.98 99.6

Dagegen land ich bei Beslimmungen im Blut und Urin, bei Ver^vendung

kleinerer Mengen (10—20 cm® Harn) vollig unmogliche Werte und die

Paralellbestimmungen schwankten sehr stark. Fiir derartige Beslimmungen

musste man zweifellos viel grossere Blut- bzw, Harnquantitaten verwen-

den. Wenn die unterste Empfindlichkeitsgrenze mit Peters und Thomp-

son auf 0.15 mg angesetzt wird, miissten zu Harnbestimmungen mindestens

50, zu Blutbestimmungen aber ca. 150 cm® venvcndct werden, Solche

Mengen kommen bei Rattenversuchen naturlich garnicht in Frago. —
Zum Nachweis der BTS hat man auch vielfach andere Verbindungen

verwendet als Hydrazine. So wurde von Kostytscrew und Soedaten-

Kow (1927, 1928) die BTS bei der alkoholischen Hefegarung als Semicar-

bazon abgefangen. Hahn und Niemer (1934) und Hahn, Niemer und

Fischbach (1936) bestimmten die BTS im Muskel, indem sie das Semi-

carbazon in Phenylhydrazon umsetzten und gravimetrisch bestimmten.

Es braucht hier nicht weiter envahnt werden, dass diese Methoden ebenso

wenig spezifisch fiir BTS sind wie die Hydrazon-Verlahren, da bekanntlich

die meisten Aldehyde, Ketone und Ketosauren mit Semicarbazid reagieren.

In den letzten Jahren ist ferner als Isolierungsmittel von Carbonyl-

verbindungen das 2.4-Dinitrophenylhydrazid vcnvendet warden, das dem
gleichen Hydrazin iiberlegen sein soil.

C. Carboxylase-Methoden.

Der Vollstandigkeit halber sei die Garboxylase-Methode von Warburg,

Kubowitz und Christian (1930) envahnt, die von Westerkamp (1933)

fiir Serumbestimmungen weiter ausgearbeitet wurde. Diese Methode,

die auf der manomelrischen Messung der Kohlensaurebildung beniht,

ist ziemlich umstandlich und diirfte fiir Harnbestimmungen nicht in Frage

kommen. Wie Westerkamp gezeigt hat, werden mit dieser Methode alle

a-Ketosauren bestimmt, also ausser BTS und KGS auch noch sehr sellene

Verbindungen wie a-Ketobuttersaure, a-Keloisovaleriansaure, a-Keto-

capronsaure und a-Ketobernsteinsaure (Oxalessigsaure), wenn auch die
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Decarboxylierungszeit dieser Sauren sehr verschieden ist (BTS nur 60’

KGS 1000’).

Von Mended, Bauch und Strelit (1931) wurde ferner eine biologische

Methode besclmeben, der das Prinzip zu Grunde liegt, dass BTS-haltige
Losungen die Garungsbemmung von Glycerinaidehyd aufheben. t)ber
die Spezifitat dieser Methode habe ich keine Literatur gefunden. (Emp-
findlichkeit 0.001 mg).

D. Dlrekte OxydatLon der a-Ketosauren.

Methoden, die auf der direkten Oxydation der BTS mitteis verschie-

denster Oxydationsmiltel beruhen, sind schon oft angegeben worden
(u. a. Beilstein und Wiegand, 1884; Fernbach und Schoen, 1914;

Hollemann, 1904; Quastel, 1924; Levene und Meyer, 1914; Maze
und Ruot, 1916; Bleyer und Braun, 1927). ^ — Bei den meisten dieser

Verfahren entsteht hierbei aus der BTS Essigsaure und Kohlensaure;

da aber diese in biologischen Substraten auch aus vielen anderen Sub-

stanzen entstehen, kommen derartige Methoden nicht fur quantitative

Bestimmungen in Frage.

Von Fromageot und Desnuelle wurde jiinst (1935) ein sehr empfind-

iiches Verfahren zur Bestimmung von a-Ketosauren angegeben. Hierbei

werden die a-Ketosauren durch Ce zu der nachst niedrigeren Fett-

saure oxydiert und das iiberschussige Ce • • •
• wird titrimetrisch ermittelt.

Diese Rcaktion soil nach den Forschern fiir a-Ketosauren spezifisch sein,

insbesondere sollen Ameisensaure, Essigsaure, Propionsaure, Formal-

dehyd, Acelaldehyd, Propionaldehyd, Methylalkohol, Athylalkohol,

Propylalkohoi. Glycerin, Zucker, GlycocoH und Alanin nicht mit Ceri-

sulfat reagieren. Dagegen kann die Anwesenheit von MS zu Avesentlichen

Fehlern Anlass geben, wenn die MS-Konzentration 5-maI grosser ist als

die der J3TS.

Fromageot und Desnuelee verwendeten diese Methode zu BTS-

Bestimmungen in Garansatzen und erhielten gute Resultate. Ich habe

diese Methode, die ja ausserst einfach und schnell ist, auf ihre Anwend-

barkeil fur Harnbestimmungen gepruft. Es sei dalier kurz einiges daruber

berichtet.

In der Originalmethode wird zu der eiweissfreien, mit Schwefelsaure

angesauerlen Analyse ein tlberschuss gesattigter oder 10-fach verdiinnter

Cerisulfatlosung (in 1-n H2SO4 )
gegeben und nach ca. 15 Minuten mit

genauer Ammoniumferrosulfatlosung (Mohr’sches Salz) gegen Kalium-

ferricyanid als Indikalor bis zur Bildung von Berlinerblau titriert. Die

Methode eignet sich noch fur die Bestimmung sehr Weiner Mengen von

a-Ketosauren, nur muss immer gleichzeitig eine Blindprobe ausgefiihrt

werden, da die Cerisulfatlosungen nicht haltbar sind. Auch die Ferro-

ammoniumsulfatlosung muss taglich mit Kaliumpermanganat gepruft

werden.

1 referiert nach Wendel, 1931—32.
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Da der Umschlagspunkt bei der Titrierung mit Mohr’scher Salzlosung

von griin zu Berlinerblau ungenau ist und die Losung immer neu titriert

werden muss, babe ich das uberschiissige Cerisulfat lieber .jodometrisch

ermittelt. Hierbei wd ein Oberschuss an Kaliumjodid zugesetzt und mit

Natriumthiosulfat das frei gewordene Jod auf gewohnliche Art titriert.

Dies ist auch deswegen vorteilhafter, weil die Thiosulfatlosung haltbarer ist.

Diese Methode babe ich in meiner Arbeit sehr oft zur genauen Titrie-

rung von BTS und KGS-Losungen venvendet, Hier seien einige Werte

angegeben, die bei Untersuchung reinster und frischer BTS-Losungen er-

halten wurden (zubereitet aus bestem Natriumpyruviat, Hoffmann—La

Roche), (vgl. Tab. 2.)

Tabelle Nr. 2.

BTS-Bestimmungen in reinen Losungen mil der Cerisulfalmelhode und

fodomeirischer Tiirierung.

Zugesetzt
mg

Gefunden
mg

Felder

%

0.5 0.51 + 2.0

0.51 + 2.0

1.0 1.01 + 1.0

1.03 -f-2.5

2.5 2.49 — 0.5

2.50 0

3.0 3.03 -t- 1.0

3.00 0

4.0 4.00 0

6.0 6.01 -f 0.2

5.96 — 0.4

Fxir KGS konnen derartige Bestimmungen nicht angefuhrt werden,

da die synthetische KGS, die mir zur Verfugung stand nur ca. 80 % war.

Um die Anwendbarkeit dieser Methode fiir Harnbestimmungen fest-

zustellen, wurden ausser den von Fromageot und Desnuelle untersuchten

Verbindungen noch einige normale Harnsubstanzen auf ihr Verhalten

gegeniiber Cerisulfat untersucht. Fiir Titrierungen im Harn reichen 1.0

—2.0 cm®, daher -wurden die zu kontrollierenden Stoffe in Mengen, die

in dieser Harnquantitat vorkommen konnen, gepriift (vgl. Tabelle 3).^

Aus der Tabelle 3 geht hervor, dass pralctisch genommen Aceton (200

mg %) Kreatinin (100 mg %), Harnstoff (500 mg %) und Glukose (200

mg %) Cerisulfat nicht reduzieren, wenn man kleine Titrierungsfehler

unberiicksichtigt lasst. Oxalsaure (100 mg %) und Harnsaure (50 mg %)

1 In Zusammenarbeit mit Maijaea und Muijunen (1937).
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Tabelle Nr. 3.

Versuche aber die Spezifit&l der Cerisulfatmethode.

GcprQftc Substanz
in mg

Thiosulfatverbrauch
(0.02-n Na.Sj.Oj)

(Diffcrenz mit der
Blindprobe.) in cm®

Gefundene Menge
berechnet als BTS

in mg
Fehler in

0/
/o

Aceton . 2.0 0.00 0.00 0

. 4.0 + 0.6

» . 8.0 0.00 0.00 0

Kreatinin . 1.0 0.01 0.01
. + 1.0

* . 2.0 0.09 0.08 + 4.0

• . 4.0 0.03 0.03 + 0.6

Hamsloff . 5.0 0.00 0.00 0

> .10.0 0.01 0.01 + 0.1

* .15.0 0.02 0.02 + 0.1

Glukosc . 2.0 0.03 0.03 + 1.3

> . , . . . 4.0 0.01 0.01 0.3

» • • « « . 8.0 0.00 0.00 0

Milchsaure .

.

. 1.22 0.00 0.00 0

> . • . 4 . 2.44 0.03 0.03 + 1.0

* • . . • . 3.66 0.03 0.03 + 0.7

» .... . 6.10 0.00 0.00 0

• . • » • . 9.76 0.01 0.01 + 0.1

* 4 4 *. .12.20 0.00 0.00 0

* .... .15.86 0.02 0.02 -f 0.1

Oxalsaurc .... . 1.0 0.67 0.59 -1- 59.0

> .... .. 2.0 1.47 1.29 + 64.5

» .... .. 4.0 2.98 2.62 + 65.5

Harnsaure . . 0.5 0.19 0.17 f 34.0

> .. 1.0 0.36 0.32 + 32.0

* . . .. 2.0 0.76 0.67 -f- 33.5

dagegen storen schon in normalen Konzentrationen erheblich. Die Oxal-

saure gibt in den in Frage kommenden Mengen Anlass zu ca. 65 % zu

hohen Werten, die Harnsaure zu ca. 34 % Fehler. Was die Reaktion

derMS anbetrifft, konnte in den bier gepniften Quantitaten kein beachtens-

werter Cerisulfatverbrauch konstatiert werden. Fromageot und Des-

NUELLE fanden bei MS-Konzentrationen von 13.5—135 mg 10 64 % zu

hohe Werte. Bei dem verhaltnismassig geringen MS-Gehalt des Harns

dvirfte die MS jedocb kaum storen.

Wie aus den angefuhrten Versuchen liervorgeht, kommt.diese Methode

wenigstens nicht in dieser einfachen Form fiir Harnbestimmungen in
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Frage. Man kann die Harnsaure des Hams leicht quantitativ durch Uranyl-

acetat-Ammoniumsulfat Reagenz entfemen, wonach man im normaler

Harn ca. 30 mg % kleinere Werte findet. Es scheint wahrscheinlich, dass

man die Oxalsaure auch quantitativ als Calciumoxalat entfemen kann,

aber selbst dann sind die erhaltenen Werte noch so gross, dass sie wohl
kaum nur durch ct-Ketosauren bedingt sein konnen. Es ware daher erfor-

derlich noch eine-ganze Reihe anderer Harnsubstanzen auf ihre Reaktion

mit Cerisulfat zu prufen (z. B. Glucuronsaurederivate, Schwefelsaure-

ester usw.) — Aus den angefuhrten Grunden kam diese Methode daher

fur meine Arbeit nicht in Frage, besonders da es beabsichtigt war die

BTS und KGS getrennt zu bestimmen.

2. Bestimmung der a-Ketoglutarsaure.

Farbreaktionen zum qualitativen oder quantitativen Nachweis der

KGS in wassrigen Losungen sind bisher noch nicht beschrieben worden. —
In friiheren Experimenten benutzte man, wie schon erwahnt wurde, zum
Nachweis der KGS deren Isolierung als 2.4-Dinitrophenylhydrazon. Das

Hydrazon wurde dann durch sein Verhalten verdiinnten aikalischen Losun-

gen gegenuber (leicht loslich in 5 % NagCOg-Losung mit orange-gelber

Farbe), Schmelzpunktbestimmung (222—224°) und Mikroverbrennungs-

analyse identifiziert.

Zur Isolierung und Reinigung des 2.4-Dinitrophenylhydrazons der

KGS aus dem Ham wird in diesem Laboratorium seit 1934 die von Simola

vorgeschriebene Methodik benutzt:

1. Der Harn wird mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, worauf

ein Fiinftel Volumen heisses Hydrazinreagenz zugesetzt wird (1 % 2.4-

Dinitrophenylhydrazin-Losung in 2-n HCl, vor Gebrauch frisch zube-

reitet durch Erhitzen). 2. Nach 1 Minute wird die entstandene Fallung mit

einer Nutsche scharf abgesaugt. 3. Mehrmaliges Waschen der Fullung mit

0.5-n HCl. 4. Mehrmaliges Waschen mit dest. Wasser. 5. Losung der

Fallung in ein kleines Volumen Soda-Losung (5 % NagCOg). 6. Vorsich-

tiges Ausfallen des Hydrazons mit 2-n HCl. 7. Scharfes Abzentrifugieren

der gelben Fallung. 8. Abgiessen der iiberstehenden Sodalosung, wonach

die Fallung 2 mal mit 0.5-n HCl und 2—3 mal mit aqua dest. gewaschen

und die Fallung jedesmal durch Zentrifugieren von der Fliissigkeit getrennt

wird. Beim zweiten oder dritten Waschen mit Wasser lost sich meist

schon etwas Hydrazon, sodass die Waschfliissigkeit stark gelb gefarbt

wird. 9. Wiederiiolung von 5, 6, 7 und 8 wenigstens zweimal. 10. Losung

des Riickstandes in ein kleines Volumen Athylacetat und Auskristallisieren

des Hydrazons (gelbe Nadelbiischel).

Als schnell ausfiihrbare, orientierende Probe auf den Gehalt des Hams
an a-Ketosauren, speziell KGS, ist von Simola die Bestimmung der Aus-

fallungsdauer des Hydrazons in Sekunden benutzt worden. Normaler

Ham gibt mit der heissen Hydrazinreagenz im Verlauf von 1 Minute keine

Fallung und verbleibt meistens auch ganz klar; nur ab und zu wird eine
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leich(e Tnibiing rotbraunor Farbe bcobaditet, die nicht durch Carbonjd-
hydrazonc bervorgcrufen ^vird. Horn mil reichlichem KGS-Gehalt trubt
sich moist augcnblicklicii, in wcnigcn Sekunden, und kurze Zeit spater
(10—10 Sekunden) entsleht cine starke gelbo Fallung, sodass der Harn
vdllig nndurchsichlig wird. In diesem Laboratorium wird immer mil der
Sloppiilir dor Zeilpiinkl der erslen Jeicbten Triibiing und der Augenblick,

in dcm die Probe undurclisiclitig wird, besUmmt. Falls nicht innerhalb

von ciner Minute cine dculliclio gelbe Fallung auftrill isl die Probe negativ.

Dio Ausfulming dicser Probe gcschiebt genau, wie bei der Isolierung des

llydrazons; 1 ct\i’ Ilarn wird mit dcm gloichen Volumen Wasser versetzt

und dazu gibl man 0.1 cm® der hcisscn Mydrazinreagenz.

Krebs (1037) gihl im Zusammenbang mil seiner Modifikation der

Mothodo von Szv.nt-Gyorgyi und Goszy (1935) zur Beslimmung der Bern-

slcinsrnirc an, dass durch voriiergehendc Behandlung mit Kaliumperman-

ganat in sauror Lusung u. a. aus KGS Bernsteinsaiire cntslehen kdnne.—
Auf Vorschlag von Simola babe ich mich im Ilcrbst 1937 mit der Aus-

nrbeitung oincr Mothodo zur quantitativcn Beslimmung der KGS nach

Oxydalion zu Bernstoinsaurc befas.st. Gegen Ende 1937 gelangte ich

schlic5.slich zu po.sitivom Rcsullat* und konnlc die erston quantitativcn

Boslimmungen vornohmen (vgl. Simola, 1937, 1938; Sihola und Knusius

193S).

Gngefahr gloichzcitig odor ctwas fniher hatle Krers (1938) eine quan-

titative Jilikromothode zur Bostimmung der KGS ausgearbeitet, die mit

dor in diosom Laboratorium vcivvcndclcn in den Hauptzugen iiberein-

stimmlc, nur mil dcm Untcrschied, dass die Bernsteinsaure biologisch

bo.siimml wurde, wodurch die Methode cmpfindlicher aber vielleicht auch

weniger spozifisch ivurde.

Da in nicincr Arbeit nur die in diesem Laboratorium ausgear-

bcitctc Methode verwondet wurde, soil sie zuersl erklart werden.

Das Prinzip isl folgendcs; Die a-Ketosauren werden zu 2.4-Dinitro-

phcnylliydrazoncn umgcselzt, mit Ather oder Athylacetat extra-

inert, der Ather verdampft und der Riickstand in Lauge gelost

und mit Schwcfelsaure und Kaliumpermanganat griindlich oxy-

diert, wobci dn.s iibcrscliussige Hydrazin und alle Hydrazone mit

Ausnalime der KGS vdllig oxydiert werden, Aus dem Hydrazon

der KGS enLslcht Bernsteinsaure, die in wasserfreies Natriumsulfat

aufgcnommcn und mit Ather extrahiert wird. Die endgultige

Beslimmung der Bernsteinsaure erfolgl als Silbersalz durch Wagen.

* Gber diese Methode wurde cine vorlaufigc Mittcilung gegeben, vide

Knislus, 1938. (23. Febru.ar 1938), Diese und die anderen von mir ver-

wcndelen Methoden wurden ftbrigens schon 1938 Myrdack und Carlstrom

zur Vertfigung gestelll, weicbc sich ihrer in der Folge bei Untcrsuchungen

Ober B-Vilaininniangelzustfinde. bedienten. Eine refcricrende Zusammenfassung

derselbcn wurde bereits von Larsson und Mvrback (1939) in schwedischer

Sprachc publizicrl.
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Der genauere Verlauf der Beslimmung ist folgender:

1. Enteiweissung bzw. Entfernung bei der Extraktion storender Su^-

stanzen. Im Allgemeinen wird der Harn vorteilhafter Weise mil unge-

fahr dem gleichen Volumen Wasser verdunnt, besonders wenn er sehr

konzentriert ist. (Die Verdiinnung kann ausbleiben, wenn man mitgrossen

Mengen normalen Earn arbeitel.)— Alle biologischen Substrate mussen,

unabhangig von der Tatsache, ob sie Eiweiss enthalten Oder nicht, mit

Natriumwolframat (10 %) und Schwefelsaure (50 voL %) versetzt werden

zur Entfernung von Stoffen, die bei der Extraktion mit Ather zur Schaum-
bildung Aniass geben und so eine genaue Trennung der wassrigen Phase

von der uberstehenden Atberschicbt unmoglich machen. Die Ausfallung

mit Wolframsaure muss selir sorgfaltig ausgefuhrt werden, da man sonst

keine guten Ergebnisse erhalt. — Zu je 10 cm® Ham werden am vorteilhaf-

testen 1 cm® Katriumwolframatlosung gegeben und dann unter andauem-

dem Umschiitteln tropfenweise 1 cm® der Schwefelsaure. Falls die Verdun-

nung mit Wasser vorgenommen wird enthalt die Analyse dann ca. 2.5 %
Schwefelsaure. Nach der Ausfjillung lasst man den Harn am bestcn wenig-

stens 2 Stunden stehen (bei Bedarf auch tiber Nacht im Eisschrank) und

filtriert dann quantitativ durch ein mittleres Filter. Beim Nachspulen

mit Wasser wird das Filtrat meist wieder etwas triib, in dem sich wieder

eine leichte Wolframatfallung bildet. Man setzt nun die Analysen kurzere

Zeit auf ein kochendes Wasserbad (10—20 Minuten) bis die Losung dunkel-

braun vird Oder sich wieder trubt. Danach wird sofort in Eiswasser abge-

kuhlt, wobei sich immer, beinahe sofort, eine ziemlich starke Fallung bildet.

Nach einiger Zeit wird dann von neuem quantitativ filtriert (ev. durch

dasselbe Filter). So vorbereitete Harn-, Blut- Oder Gewebsextraktanalysen

schaumen nie bei der Extraktion.

2. Ausfallung der 2.4-Dinitrophcnylliydrazone.

Zu dem klaren Filtrat wird nun heisse, frisch zubereitete Hydrazin-

reagenz hinzugegeben. Zur vollstandiger Umsetzung der a-Kelosauren

zu Hydrazonen muss ein deutlicher Uberschuss an Hydrazin verwendet

werden. Bei Ham, in dem die orientierende Hydrazinprobe (Bestimmung

der Ausfallungsdauer) negativ ist, reicht 1 cm® Hydrazinreagenz auf 10 cm®

Ham. Ist die Hydrazinprobe stark positiv, muss man mehr venvenden

(bis zu 1 cm Reagenz auf 2.5 cm® Ham); bei miltleren Ausfallungszeiten

(20"—40") reicht ein Funftel Volumen Hydrazin pro Harnmenge.— Bei

ausreichender Ausfallung soli nach der Atherextraktion die wassrige Phase

noch hj'drazinfarben (gelb-rotbraun) sein. Ist dies nicht der Fall, muss

nach Wegdunsten des in dem Ham geldslen Athers von neuem mit Hydra-

zin ausgefallt werden.

3. Extraktion der Hydrazone.

Nach dem Hinzufugen der Hydrazinreagenz sollen jdie Analysen mehrere

Stunden stehen. Praktiscli ist es die Proben fiber Nacht im Eisschrank

aufzubewahren, aber auch schon nach 2 Stunden dfirfte die Hydrazon-
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bildung vollstandig sein. — Die Proben werden nun mit Schwefelsaure
5 vol % geinacht. (Ain einfacbsten misst man das Gesamtvolumen im
Massglas und berechnet die H2S04-Menge, die hinzugefugt werden muss,
um die Losung 5 % zu machen.)

Hiernach wrd in einem Scheidetricbter 3 mal mit einem Funftel Volu-
men Alhylacelat oder peroxydfreiem Atlier extrahiert. Jedesmal sollte

ca. 3—2 Jlinuten kraftig geschiiltelt werden. Die Essigester- bzw. Ather-
schichten Averden in einer Erlenme5-erflasche mit weitem Hals (300—400

cm’) gesammelt. Zuletzt soli der Scheidetricbter nocli mit dem Extrak-
tionsmittel ausgespiilt werden. — Bei sehr kleinem Volumen der Harn-
analyse und reichlichem Hydrazongehalt muss die erste Extraktion mit
ehvas grosscrem Volumen ausgefuhrt iverden (ca. % Vol.), da ein Teil

des Albers sicb in der Wasserscbicbt lost. Urspriinglicb venvendete ich

immer Atbylacelat zur Extraktion. Dieses nimmt nicht nur alle Hydra-

zone, sondern aucb das uberscbiissige Hydrazin sehr leicbt auf. Krebs
venvendet peroxydfreien Ather, in dem sicb die Hydrazone beinahe

ebenso leicbt losen, das Hydrazin aber nur scblecbt. Da es A'orteilhaft

isl, so wenig Avic moglicb Hydrazin zu exlrabieren, babe icb spater immer
Atber A’crAA’cndet, der aucb leiebter AA’egzudunsten ist.— Der Atber muss

peroxydfrei sein (Narkoscatber), um eine Amrzeitige Oxydation der Hydra-

zone zu A-ermeiden.

Mach der Extraktion AA'ird die Atberpbase eingedunstet. Am vorteil-

haftesten A-erdunstet man den Ather auf dem Wasserbade unter Einleitung

eines StickstofI- oder Koblensaureslroms, AA'odurch die Entziindung des

Atbers, selbst bei Koeben des Wasserbadcs, A'erhindert und die Verdunstung

bescbleunigt AA'ird. (Der Gasstrom AA'ird durcb ein Glasrobr in den Atber

eingeleitet; fiir jode Analyse muss ein eigenes Glasrobr A'erAA’endet AA’erden,

da ein Teil des Hydrazons an dem Rohr beften bleibt und spater sorgfal-

tigst abgelost AA'erden muss.) — Nacb Eindunsten des Athers kann man
den Rtickstand unbegrenzte Zeit in dieser trockenen Form aufbeAA'ahren

bis man eine grossere Anzalil A'on Analysen hat, die dann vorteilhaft gleich-

zeitig AA'ciler A'erarbeitet AA'erden.

Oxydation der Hydrazone.

Im Aveiteren Verlauf AA-ird das Hydrazin-Hydrazongemisch in NaOH
geldst; geAA'ohnIich reichen 20—30 cm’ der 2-n Losung (sorgfaltiges Ab-

spvilen des Glasrolirs!) Hiernach AA’ird unter Eiskvihlung A'orsichtig mit der

bereclmeten Menge SchAvefelsaure (lO-n) neutralisiert (tropfeuAveise zu-

setzen, unter fortgesetztem ScliAA'cnken der Erlenraeyerflasche). Beim

Neutralisieren schlagt die tief rotbraune Farbe des Hydrazongemisebs in

gelb um. Hiernach AA'ird nocb soAdel ScbAA^efelsaure hinzugefugt, dass die

Losung AA'ieder 5 a'oI % AA'ird. Nun AA'ird allmablich ICaliumpermanganat

in Substanz zugesetzt unter fortAA'abrendem UmschAvenken. Man setzt

so lange Permanganat hinzu bis die lief A'iolette Farbe nicht mehr ver-

scliAA'indet. Es ist A'orteilhaft einen t)berscbuss an Permanganat zu be-

nutzen, da sonst das Hydrazin nicht A'ollig oxydiert Avird. Setzt man oft
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Kaliumpermanganat zu, und schuttelt man die Losung haufig, ist die

Oxydation oft schon in kurzer Zeit beendigt. Es hat sich aber als vorteil-

haft erwiesen das Oxydationsgemisch mit einem geringen tJberschuss an
Permanganat bis zum folgenden Morgen bei Zimmertemperatur stehen zu

lassen. Wenn dann die violette Permanganatfarbe noch deutlich vorhanden

ist, kann man die Oxydation als beendigt ansehen.

Ein starker Oberschuss von Kaliumpermanganat kann mit Wasser-

stoffsuperoxyd unter vorsichtiger tropfenweiser Zugabe einer stark ver-

diinnten Losung entfemt werden. Nach der quantitativen Filtrierung zur

Entfernung des gebildeten Braunsteins soli das Filtrat ganz farblos Oder,

noch giinstiger, unbedeutend hell-rosa sein. Ist das Filtrat noch gelb, muss

die Oxydation fortgesetzt werden. Statt dem quantitativen Filtrieren

kann man naturlich auch auf ein bestimmtes Volumen auffiillen und einen

aliquoten Teil des Filtrats benutzen.

5. Bestimmung der Bernsteinsaure. ^

Das Filtrat wird nun in einer flachen Porzellanschale auf dem Wasser-

bade bis zu einigen cm® Volumen eingeengt, in wasserfreies Natriumsulfat

aufgenommen und sorgfaltig verrieben. Das Sulfat wird im Exsiccator

fiber Schwefelsaure getrocknet und erneut verrieben. Hiemach fiillt man
das Sulfat quantitativ in Extraktionshiilsen und extrahiert die Bernstein-

saure ca. 24 Stunden im Soxhletapparat mit gewohnlichem Ather (getrock-

net mit wasserfreiem Natriumsulfat). Dann wdrd der Ather abgedunstet

und der Riicksland auf dem Wasserbade in ein kleines Volumen heisses

Wasser (10 cm®) gelost. Nach Abkfihlen der Losung wird mit Barium-

hydroxydlosung gegen Phenolphtalein bis zur Rotfarbung neutralisiert.

Hierbei fallt sich eventuell in den Ather iibergegangenes Sulfat Oder Phos-

phat sowie Spuren von Hydrazin als Bariumsalz aus. Man filtriert durch ein

kleines angefeuchtetes Filter, spiilt mit einigen cm® Wasser nach und wieder-

holt die Losungsprozedur auf dem Wasserbade (mit ca. 5 cm® aqua). Nach

dem auch diese Losung abgekiihlt und nach Zusatz von 1—2 Tropfen

Bariumhydroxydlosung wieder rot geworden ist, wird zu der ersten Losung

filtriert und mit Wasser nachgespult. — Bei dieser Losungsprozedur muss

man sich bemiihen kein zu grosses Volumen zu erhalten (20 cm® geniigt).

Die vollig klare, rote Losung wird dann mit starkverdunnterHNOs (1/100-n)

vorsichtig bis zum Verschwinden der roten Farbe angesauert. Hiernach

gibt man einen tJberschuss 10 % Silbemitratlosung (1—4 cm®) hinzu,

wonach sich die Bernsteinsaure als schone weisse Fallung ausfallt, falls

in der Analyse grossere Mengen KGS vorhanden sind. Die Silbemitrat-

fallung soil ca. 4 Stunden im Dunkeln stehen. In dieser Zeit wird die

gesamte Bernsteinsaure quantitativ ausgefallt. — Hiernach wird die

Fallung abgesaugt in ein gewogenes Glassinter (G 4) ,
mit verdiinnter Am-

moniumnitratlosung und dann mit Wasser gew’aschen. Dann wird die

Fallung im Warmeschrank (ca. 100°) getrocknetund gravimetrischbestimmt.

1 Die Bemsteinsaurebestimmung ist eine in diesem Laboratorium ver-

wendete Modifikation der Methoden von u. a. Moyle (1924), Hahn und Haar-
MANN (1929) u. Elliot und Greig (1937).
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G. Berechnung des KGS-Gehalts.

Zur Berechnung des KGS-Gehalts der Analyse wird das erhaltene Ge-
wicht des Silbersalzes der Bernsteinsaure

' (Ag-OOC-HaC-C Ha-COO-Ag-,
Mol. Gew. 331.79) mil dem Koeffizienten 0.44 multipliziert. (100 mgbern-
steinsaures Silber entspricht 35.594 mg Bernsteinsaure und 44.033 mg
a-ICetoglutarsaure).

7. Erforderlichc JReagenzien.

10% Natrium-Wolframatlosung (Natrium Wolframicura pro analysis).

50 vol. % H 2SO4 (Acidum sulfuricum pro analysis, D-1.84).

2.4-Dinitrophenylhydrazinreagenz (1 % Losung in 10 vol. % HaSO^
in der Hitze gelost, frisch vor Gebrauch zubereitet).

Peroxydfreier Ather (Aether ad narcosim) bzw. Athylacetat (Essig-

saure-athylester)

.

2-n NaOH-Losung (Natrium hj'dricum oxydatum in rotulis pro ana-

lysis).

10-n H 2SO4 (eingestellt auf die 2-n Lauge).

Kaliumpermanganat in Substanz und als z. B. 2 % Losung (pro ana-

lysis).

3 % HaOa-Losung, die bei Bedarl ca. 5-mal verdiinnt wird. (Hydro-

genum peroxyd.).

Wasserfreies Natriumsulfat (Natrium sulfuricum anhydricum pro

analysis).

Ather (Laboratoriumsather, getrocknet mit wasserfreiemNatriumsulfat)

.

l/lOO-n Ba (OH) 2-L6sung (Aufbewahrung unter Luftabschluss).

1/100-n HNOg-Losung.

10 % filtrierte AgNO.t

L

osung (Im Dunkeln aufbewahren, Argent, nitric,

pro analys.).

0.5 % NH4N03-Losung.

1 % alkoholische Phenolphtalein-Losung.

S. Empjindlichkeit der Methode.

Im Folgenden seien die Ergebnisse einiger mit wassrigen Losungen von

KGS ausgefiihrten Bestimmungen wiedergegeben (vgl. Tabelle 4). Der

Gehalt der Losungen wurde mit der Gerisulfatmethode genau titriert.

Im Allgemeinen waren die KGS-Praparate ca. 80 %.

Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, bekommt man mit dieser Methode in

reinen KGS-Losungen eine zufriedenstellende Ausbeute. Die Fehlermog-

lichkeiten in einer so langen und umstandlichen Methode sind natiirlich

verhaltnismassig gross, jedoch schwanken die Paralellbestimmungen nur

bei kleineren Mengen KGS starker. Hat man in der Analyse annahernd

5 mg KGS, ist die Methode recht brauchbar.

Im normalen Ham sind nur ganz geringe Mengen KGS vorhanden,

meist zwischen 2—10 mg %. Da die Bestimmung gravimetrisch ist, er-

halt man natiirlich beim Wagen sehr kleiner Mengen verhaltnismassig
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Tabelle Nr. 4.

KGS-Besiimmungen in reinen Losungen.

Zugesetzt mg KGS Gcfundcn mg KGS Ausbeutc %

3C.00 34.56 96.0

36.00 33.69 93.5

30.00 29.16 97.5

24.25 23.65 98.0

24.25 23.21 95.7

24.07 24.46 101.5

24.07 22.55 93.7

15.00 14.62 97.5

15.00 13.08 87.2

12.03 11.41 94.8

12.03 10.17 84.5

7.20 6.52 90.6

7.20 6.16 85.5

4.81 5.01 104.1

4.81 3.70 77.1 (?)

grosse Fehler. Man soil daher immcr zu Harnquanlilaten strebcn, die

ca. 10 mg Oder mehr bemsteinsaures Silbersalz liefem (Minimum ca. 5 mg).

Bei Bestimmungen mil normalem Horn muss man daher mebr als 50 cm^

zur Beslimmung venvenden (optimal 100—200 cm®). Bei Harnen mit

stark positiver Hydrazonprobe geniigen meist 10—20 cm, oft schon 5 cm®.

Trotzdem gelingt es im normalen Horn, selbst bei Venvendung gros-

serer Mengen (mehr als 100 cm®) selten vollig weisse oder scbwach gelbe

Silbersalzfallungen zu erhalten, wie es bei Vermebrung der KGS im Harn

der Fall ist. Die Fallung ist nach dem Trocknen dann meist hell bis dunkel-

braun, welches einerseits durch Spuren von Hydrazin, andererseits durch

Reduktion des Silbemitrats bedingt sein mag.

Es ist daher festzustellen, dass die Methodc zur Bcstimmung der KGS
in kleinen Mengen normalen Hams nicht ganz exakt ist, in dem die Fehler-

breite verhaltnismassig gross ist. Dies kann dadurch umgangen werden,

4ass man grossere Portionen des Normalhams vervvendet. Da bei

Tierexperimenten oft nur kleine Hammengen zur Verfugung stehen,

muss man bei Analysen mit negaliver Hydrazinprobe, den Harn von

mehreren Tagen verwenden. Dies ist mbglich, indem man den Riickstand

der Atherextraktion nach Abdunsten des Athers aufbewahrt und die

Riickstande mehrerer Tage kombiniert, ehe man zur Oxydation des

<Jemischs schreitet.
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Tabelle Nr. 5.

Zusdtz von KGS zittn noTtnulen Urin.

Hammenge
in cm’

Gefunden im
Harn mg
KGS^

Zugesetzt
zum Harn mg

KGS

Ausbeute an KGS

Gefunden
mg KGS

Berecbnet
mg KGS

0/
/o

100 G.IO 11.63 17.61 17.76 99.1

100 6.57 3.89 11.17 10.46 106.7

100 1.76 3.94 4.58 5.70 80.4

20 0.55 4.93 5.07 5.48 92.5

20 0.55 9.86 9.56 10.41 91.8

20 0.55 9.86 9.78 10.41 93.9

20 0.55 14.80 15.21 15.35 99.8

20 0.55 14.80 15.81 15.35 102.9

1 Mittelwert aus zwci Kontrollbestimmungen.

Bei Zusatz von KGS zu normalem Harn erhalt man ungefahrt dieselbe

Ausbeute wie in reinen KGS-Losungen (vgl. Tabelle Nr. 5).

Wie aus der Tabelle Nr. 5 hervorgeht erhalt man eine zufriedenstellende

Ausbeute im Harn nach Zusatz von KGS. Der Fehlerprozent diirfte bier

hauplsachlichst durch den Nullwert des Harns bedingt sein und nicht

dadurch, dass ein Tell der zugesetzten KGS verloren geht.

Zur Vermeidung der gravimetrischen Bestimmung der Bernsteinsaure

kann man auch mit einer Silbernitratstandartlosung ausfallen und das

verbrauchte Silbernitrat titrimetrisch beslimmen. ^

Die von Krebs publizierte Methode ist im Prinzip genau diselbe

wie das bier beschriebene Verfahren. Der hauptsacblichste Unterschied

besteht darin, dass die aus der KGS gewonnene Bernsteinsaure biologiscb

bestimmt wird. Hierzu venvendet Krebs eine von ihm ausgearbeitete

Methode (1937) zur Bestimmung der Bernsteinsaure, bei der diese in

Gegenwart von Succinodehydrogenase oxydiert und der Sauerstoffver-

brauch in der Warburg-Apparatur manometrisch bestimmt wrd.=

Nach den Angaben von Krebs soil diese biologische Methode sehr

spezifisch sein; ausser Bernsteinsaure sollen durch die Succino-Dehydro-

genase nur Methylbernsteinsaure, d-GIutaminsaure und a-Glycerophos-

phorsaure angegriffen werden. Fur Harnbestimmungen ist die Methode

jedoch friiher noch nicht venvendet worden und miisste daher die Spezi-

fitat eventuell auch noch in Bezug auf einige Harnsubstanzen gepruft

werden.

Mitlels der Dehydrierung kann man im Warburgapparat nach Krebs

noch 0.2 mg Bernsteinsaure bestimmen. Gemass diesen Angaben ist diese

^ Die titrimetrische Bestimmung der Bernsteinsaure wurde in dieser Arbeit

nur versuchsweise venvendet.
* Modifikation der Methode von Szent-Gyorgyi und Goszy (1935).

4
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Methode also empfindlicher als das hier angegebene Verfahren. Trotz

dieser Genauigkeit venvendet Krebs zu seinen Bestimmungen im normalen

Menschenharn 100 cm®; diese Harnmenge reicht aber auch schon zur

gravimetrischen Bestimmung der Bemsteinsaure.

Ein Nacbteil der manometrischen Bestimmung durite sein, dass man
hierzu immer frische Succinodehj'drogenasepraparate braucht, die aus

Tauben-Brustmuskel oder Huhnerherz hergestellt Averden und nur 4 Tage

lang Venvendung finden sollten.

S. Spezifitdt der KQS-Bestimmung durch Vbcrfiihrung in Bemsteinsaure.

Krebs (1938) hat eine ganze Reihe von Verbindungen in Bezug auf ihre

Oxydierbarkeit durch Kaliumpermanganat untcrsucht und gefunden,

dass ausser aus KGS auch aus a-Hydroxyglutarsaure beinahe quantitativ

Bemsteinsaure entsteht. Ferner Avurde aus Glutaminsaure, Arginin und

Ornitin durch Behandlung mit Permanganat ein geringer Prozentsatz

Bemsteinsaure gebildet.

Ausser diesen Bemsteinsaure bildenden Verbindungen kann natiirlich

auch die Bemsteinsaure selbst bei der KGS-Bestimmung storen.

Bei Extraktion des Urins (verdiinnt mit dem gleichcn Volumen Was-

ser) mit nur einem Funftel Volumen Ather sind diese Substanzen aber bei-

nahe vollig unloslich in Ather. Auch die freie KGS und BTS oder deren

Salze AA'erden kaum in die Atherschicht aufgenommen, dagegen sind die

Hydrazone dieser Sauren stark loslich in Ather, AA’ahrend ihr Loslichkeits-

prozent in Wasser minimal ist.

Beachtet man ferner die Talsache, dass der Ham nur ganz geringe

Mengen von Bemsteinsaure oder Bemsteinsaure bildenden Verbindungen

enthalt, Avie aus Kontrollbestimmungen herA-orgegangen ist, kann man ohne

AA'eiteres sagen, dass die bei gCAA^ohnlichen Harnbestimmungen nach der

Oxydation mit Permanganat gefundene Bemsteinsaure nur A’on der KGS
herstammt.

Fehler konnten nur dann eintreten, Avenn in der Analyse kaum KGS,

dagegen aber sehr grosse Jlengen Bemsteinsaure oder Ornitin, Ai^inin

bzAA". Glutaminsaure vorhanden Avaren. DesAvegen hat Krebs eine Kontroll-

bestimmung vorgeschlagen, bei der mit Ather extraluert Avird ohne A’or-

hergehende Ausfallung mit der Hydrazinreagenz. Der bei Kontrollbestim-

mung erhaltene Wert ist dann A'on dem gefundenen KGS-Gehalt abzu-

ziehen. — Bei zalilreichen derartigen Kontrollbestimmungen fand Krebs

aber immer nur minimale Bernsteinsauremengen, die A'ernachlassigt

Averden konnten. — In diesem Laboratorium AA-urden ebenfalls bei Ham-
bestimmungen derartige Kontrollen ausgefiihrt, es AAmrden aber in dem
Atherauszug nie deutlich nachAveisbare Bernsteinsauremengen gefunden.

10. Gleichzeitige Bestimmung der Bemsteinsaure und aller Bemsteinsaure-

bildenden Verbindungen neben der KGS.

Zur Bestimmung der Bemsteinsaure und anderer Verbindungen, die

bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat Bemsteinsaure bilden (»Ge-
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samlbemsteinsaureo) woirde die wassrige Schicht nach der Atherextraktion
der Carbonylhydrazone auf dem Wasserbade bis zu kleinem Volumen ein-

gedunstet. Hierbei muss so\'ieI NaOH zugesetzt werden, dass die iiber-

schiissige Sclnvefelsaure neutralisiert wd, jedoch soli die Ldsung dauernd
deutlich sauer reagieren (Kongopapier: blau). Danach ivird die eingeengte

Flussigkeit in wasserfreies Natriumsulfat aufgenommen und verrieben,

im Exsiccator getrocknet und 24 Stunden im Soxhletapparat extrahiert.

Nach Abdunsten des Athers wird der Riickstand in 5 % Schwefelsaure

gelost und in der Hitze mit Kaliumpermanganat oxydiert, bis die Braun-
steinfallung nicht mehr verschnindet und ein geringer Uberschuss an Per-

manganat vorhanden ist. Dann nird verdiinnt mit Wasser, filtriert und
wieder zu einigen cm® eingeengt, wonach die Flussigkeit von neuem in

Natriumsulfat aufgenommen und wie das erste Mai mit Ather im Soxhlet-

apparat extrahiert vird. Dann ist die Bernsteinsaure genau wie bei der

KGS-Bestimmung zu ermitteln.

3. Bestimmung- der BTS.
I. Farbreaktionen.

Im Laufe der Zeit sind eine ganze Reihe von Farbreaktionen zum
Nachweis der BTS angegeben worden. Hier sollen nur die bekanntesten

erwahnt werden.

Alvarez (1897) zeigte, dass die BTS mit Naphtolen in konzentrierter

Schwefelsaure zu Farbstoffen kondensiert wird; mit a-NaphtoI-H2S04
entsteht eine gelbe bis orangene Farbung, mit

j
9-Naphtol-H2 SO4 eine

rote Farbe, die beim Envarmen in blau umschlagt. Heute wird noch viel

die Reaktion von Simon (1897, 1898) und Simon und Piaux (1924) zum

Nachweis der BTS verwendet. Hierbei bildet sich in Gegenwart von BTS
mit denselben Reagenzien, wie bei der Acetessigsaure (bzw. Aceton-) probe

von Lange, ein blauer Ring an der Beriihrungsstelle des Ammoniaks mit

der darunter befindlichen Flussigkeit. Die Farbe ist am starksten nach

einer Stunde und entsteht in Konzentrationen von 10—100 mg %. — Im

Harn vird der blaue Ring bei niedrigem BTS-Ghalt meist durch eine braune

Tonung verdeckt. — Posternack (1927) wies die BTS noch in Verdun-

nungen von 1: 5000 mit Phloroglucin und Salzsaure durch Rotfarbung

nach. Anderson, Peterson und Fred (1928) zeigten, dass die BTS

auch mit Uffelmannscher Reagenz eine Farbe bildet. Eegriwe (1933)

reduzierte die BTS mit Magnesiumpulver zu MS und wies diese durch

ihre blaue Fluoreszens mit o-Oxydiphenyl-H2S04 nach (Empfindlichkeit

bis zu 0.6 mg %.)® Dische und Robbins (1934) beschrieben eineFarb-

reaktion der BTS mit a-Methylindol und Salzsaure. Noch 0.1 mg % BTS

^ Neuerdings haben Miller und Muntz (1938) eine Ultramikroinethode zur

Bestimmung der MS in cariosen Zahnen und in Blutserum imter Verwendung

der Farbreaktion von Eegriwe (1933) ausgearbeitet. Mit dieser Methode

werden Mengen von 0.002—0.010 mg MS ermittelt.
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geben nach 20 Stunden eine deutliche Rosafarbung, wahrend Methyl-
glyoxal noch in Verdunnungen von 10“^ nach 2 Stunden eine violette Farbe
bildet. Durch Formaldehyd und Acetaldehyd entsteht mit a-Melhylindol

eine weisse Triibung und aromatische Aldehyde rufen eine gelbe bis orange-

iarbene Triibung hervor. Dioxyaceton, Glycerinaldehyd und Acetol sol-

len nur eine schwache Farbung hervorrufen und Glukose reagiert iiber-

Ihaupt nicht. — Diese Reaktion ist auch zum quantitativen Nachweis der

BTS in Konzentrationen von 0.1—1.0 mg % vorgeschlagen worden.

De Jong und Piccard. (1937) haben neucrdings die a-Melhylindolprobe

diesbeztiglich gepruft und gefunden, dass die Farbintensitiil mit der

Konzentration der Reagenzien und der Temperatur variiert. Auch soli

die Reaktion nicht spezifisch sein.— Fcmcr sind noch Farbreaktionen von

Ti. a. Garzarolli-Thurnlackii * (1899) und Quastel (1924) beschrieben

-worden. — Auch mit Veratrol, dem bekannten MS-Reagenz, bildet die

BTS, -wie ich feststellen konnte, eine rosa Filrbung. Diese ist nach 20

Minuten nur ca. % so stark wie die der entsprcchenden MS-Menge, dagegen

ist die Rotfarbung nach 24 Stunden in Proben von MS und BTS ungefahr

gleich stark.

2. Quantitative Methoden.

Die Salicylaldehyd-Methode.

Von Straub (193G) wurde die BTS im enteiweissten Gewebe mit Sali-

cylaldehyd kolori.metrisch bestimmt. Genau wie Aceton und einige andere

Carbonylverbindungen bildet namlich BTS mit Salicylaldehyd in starker

Kaliumhydroxydldsung eine orangegelbe Farbe (o-Dioxybenzal-aceton),

die stufenphotometrisch bestimmt werden kann. Fiir die’ Bestimmung

muss eine empirische Extinktionskurve mit reinen BTS-Ldsungen aufge-

stellt werden, da das Verhaltnis zwischen Farbintensitat (bzw. Extinktion)

und der Konzentration der BTS keine lineare Gerade ist, wie bei den Ace-

tonbestimmungen. — Straubs Methode ist sehr einfach und schnell und

kann fiir Konzentrationen von 0.05—0.G7 mg BTS venvendet werden.

Leider ist die Reaktion des Acetons mit Salicylaldehyd viel empfindlicher,

indem man schon leicht 0.005—0.010 mg bestimmen kann. Bei Bestim-

mungen der BTS mit dieser Methode mussen daher Aceton und alle even-

tuell Aceton bildenden Substanzen vorher entfernt werden. Hieruber hat

Straub keine Angaben gemacht. — Zu Harnbestimmungen eignet sich

diese Methode auch aus dem Grunde nicht, w'eil die orangene Farbe im

Harn durch eine in Starke und Intensitiit variierende braune Tonung

verdeckt wird.

Methoden, die anf der Reduktion der BTS zn MS heruhen.

Schon 1863 wurde zum qualitativen Nachweis die BTS von Wislis-

cenus (1863) und Debus (1863) zu MS reduziert. Fiir quantitative Zweeke

wurde diese Reduktion zu MS zum ersten Male von Lieben (1923) ver-

^ Rotfarbung atherischer Eiscnchloridlosungen.
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wendet. Lieben bestimmte in einigen Garansatzen grossere Mengen von
BTS (ca. 250 mg) durch Reduktion zu MS mit Zinkpulver und Salzsaure
(5.0 g Zn und 400 cm^ 10 % HQ) und bestimmte die MS nach derMethode
von Fi/RrH-CHARNASs (1910). Die Ausbeute betrug 80—109 % in reinen
BTS-Losungen. Da bei der MS-Bestimmung nach Furth-Charnass schon
10—20 % Verlust an MS auftreten, scheint diese Ausbeute erstaunlich
gross. t)ber die Bestimmung von BTS in MS-haltigen Ldsungen macht
Lteben keine naheren Angaben.

Laufberger (1928) und Krishna und Sreenivasaya (1928) fanden,
dass die Melhode von Lieben zur Bestimmung kleinerer BTS-Mengen
nicht ausreichend war. Die zuletzt genannten Forscher arbeiteten eine

ziemlich umstandliche Bestimmungsmethode der BTS aus, wobei diese

Saure vor der Reduktion von der MS getrennt wird. Das ehveissfreie

Gewebsextrakt wird neulralisiert und im Vakuum bei 50° eingedunstet.

Hiernach wird es in konzentrierte Ammoniumsulfatlosung aufgenommen
und die Losung im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert, wobei alle

atherldslichen Sauren (die meisten Mono- und Dicarbonsauren) in den

Ather iibergehen. Das Atherextrakt wird dann eingedunstet und mit

Bisulfit versetzt zum Abfangen der Carbonylverbindungen, und die Bisulfit-

losung wird Avieder mit Ather extrahiert zur Entfernung der MS. Die

MS-freie Fliissigkeit wird nun mit Zink und Schwefelsaure unter Zusatz

von etwas Kupfersulfat als Katalysator (50 cm® 17.5 % H2SO4, 1.0 g Zn

u. 1 gt. gesattigte CuS04-L6sung) zu MS reduziert. Bei der Bestimmung

der MS nach der Methode von Friedemann-Cotonio-Shaffer (1927)

wurde dann eine Ausbeute A'on ca. 80 % BTS erhalten.

Diese Methode ist ziemlich lang und umstandlich. Die zAveimalige

Atherexlraklion kann leicht zu grosseren Verlusten fiihren, da die BTS
und MS aus Fliissigkeiten mit Ather nur schwer quantitativ zu extrahieren

sind. Die Methode diirfte daher zur Bestimmung kleinerer Mengen BTS
schwerlich in Frage kommen und kann bei BTS-Bestimmungen in kleinen

Harnquantitaten nicht benutzt werden.

Cook (1930) hat eine ziemlich ahnliche Methode zur Bestimmung der

BTS beschrieben, wobei zuerst andere fluchtige Carbonylverbindungen

durch Destination entfernt ivurden.

Friedemann und Kendall (1929) und Kendall und Friedemann

(1930) haben auch die BTS durch Reduktion bestimmt. 10—60 mg BTS

in 75 cm® Fliissigkeit AAUirden mit 0.5 g Zn und 2.5 g H2S04 unter Zusatz

von 1 Tropfen 20 % CuS04-L6sung im kochenden Wasserbad zwei Stunden

lang reduziert. Bei der MS-Bestimmung nach Friedemann-Cotonio-

Shaffer wurde eine Ausbeute von 85—94 % BTS erhalten.

Nach diesen Forscher eignet sich ihre Methode zur Bestimmung der

BTS in Bakterien-Substraten. Ist gleichzeitig MS vorhanden, ivird diese

in einer Paralellprobe ohne Zinkreduktion bestimmt. Bei Blutbestimmun-

gen (2.5 cm®) fanden die Autoren unter Venvendung verschiedener Metho-

den zur Fallung des Eiweiss in derselben Blutprobe stark schwankende

Werte (2.7—7.0 mg %). Bei Harnbestimmungen waren nur im konzen-
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tricrten Morgcnharn nacliweisbarc Mcngcn BTS zu finden (ca. 4 mg %),
in dem gewohnlichen Tagesliarn fandcn dieso Forscbcr nach der Reduk-
tion aber ein Defizit an »Gcsaml-MS» (bis zu 3 mg %). Dio Harnbestim-

mungen wurden mil grossen Harnquanlitrden ausgofuhrt.

Die quantitative Reduktion dor BTS zu MS in reinon Pyruvatlosungen

ist ferner noch von WnNDEi- (1931—32) untersucht wordon. Nach diesem

Forseber erbiilt man bei Reduktion von BTS (0.5—75 mg, in 23—150 cm*
Fiii-ssigkeit) mit Zink-Kupfer und Sclnvefcisiture (0,5—2.0 g Zn, 2—4gU.
gesattigtes CuSO^ und 2—5 cm* 5-n H2SO4) in der luilte (Rcduklion.szeit

nur 5 Minuten) schr guto Rcsultatc. Bei Bc.stimmung der MS nach der

Reduktion (Methode von Fnirnr.MAN.N CoTONjO‘SnArFi;n) erI)i^U We.*<dei,

Ausbeuten von 85.2—9G.5 %. Bei ganz friscli rcde.stillierlen BTS-Losun-

gen betrug die Ausbeute immer (Iber 90 %. Beachtet man femer, da.ss die

MS-Bc.stimmung nacli Fricdeinann-Cotonio-Shaffer auch zu geringen

MS-Verlustcn Anla.?s gibt, muss die.ccs Resultat als schr gut angesohen

werden. — E.s sei iiicr nocli envahnt, dn.^s We.ndel die schlechtere Aus-

beute nach dem Verfahren von Kr.:iriAiv und Fr.irDE.MA:.',v durch Poly-

merisation eine.s Teils der BTS brim Kochen auf dem Wasserbadc crklart.

Im Folgcndcn soil die in dicser Arbeit venvendete McUiodik

ehvas eingchender gc.schildcrt werden, die von mir, hnuplsnchlich

auf den Untcrsuchungcn von Kknd.m-l und FniUDiLMANN basic-

rend, zur Bcstimniung der BTS in klcincn Harnquantitaten aus-

gearbeitet wurde.'

1 . Entciweissting dcs JJarns,

Falls der Ham Eiweiss enthrdt, ist dieses mit Metaphosphorsaurc odor

Natriumwolframat und Schwcfelsaure noch passendcr VcrdQnnung aus-

zufallcn. Von dem Filtrat wird eine Mcngc venvendet, die fur die BTS-

Be.stimmung 10—20 cm* Ham entspricht, fiir die MS-Bestimmung 2—

3

cm® Harn.

2. Bedukiion.

In eincr Kochflasche von 250 cm* wird der Ham mit Wassor auf 40

—

80 cm® verdunnt (abhiingig von der venvendoten Schwefelsaurenmengo),

Zinkstaub zugesetzl (1.5—2.5 g) und 2—4 Tropfen gcsattigle Kupfer*

sulfatl6.sung. Die Kochflasche wird mit eincm Riickflusskiihlcr versehen

und auf das kochendc Wasserbad gesotzt. Hiernach wird allmahlich mit

einem Tropftrichter durch den RiickflusskQliler 50 vol. Schwcfelsaure

hinzugetropft (10—20 cm®) und 2 34—3 Stunden gekocht.

* Bei der Ausarbeilung der in dicser Arbeit vcrwcndclcn MeUiodc zur

Bestimmung der BTS im Harn (Knusius, 1938) waren dem Verfasser die

Befunde von Wendel unbcknnnt, wesrvegen dlcse schnellc Reduktion in der

Kfilte auf ihre Venvendbarkeit fUr Hnrnbestimmungen niebt cingehender

geprOft v,urdc. Einigc orientierende Vcrsuclie fQhrten zu ungennucm Resultat,

so dass es sicherer schien in der Hltzc zu reduzleren.
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Bei der Reduktion im Harn muss ein ziemlicher tJberschuss von Zink
und Schwefelsaure verwendet Averden, da der Harn scheinbar viele andere
Verbindungen enthalt, die durcb den Wasserstoft in statu nascendi redu-
ziert Averden, und man sonst keine gute Ausbeute an BTS erhalt, GeAvohn-
lich reichen zur Behandlung von 10 cm^ Harn 1.5 g Zink und 12 16 cm®
der 50 vol % H0SO4 , fiir Harnmengen bis zu 20 cm® reichen 2 .0—2.5 g
Zink und 16—20 cm H2SO4 . Die endgiiltige SchAA'efelsaurenkonzentration

soil nicht mebr als 10—15 vol. % betragen (Maximal 20 vol. %).

3. Entfernung des Zinhs.

Nacb A'ollendeter Reduktion Avird der Ruckflusskiihler mit einer klei-

nen Wassermenge ausgespiiblt und die Losung durch ein kleines Filter

in eine Massflasche filtriert und bis zur Marke aufgefullt (am praktischsten

100 cm®). Hiervon A\’ird dann ein aliquoter Teil (20—40 cm®) in einer Mass-

flasche unter Eiskuhlung mit der bereclmeten Menge Natriumhydroxyd

neutralisiert und Avieder bis zur Marke (100 cm®) aufgefiillt. (Die Losung

soli Phenolrolpapier leicht rot farben). Hierbei fallt das Zink quantitativ

als Hydroxyd aus. Ein tJberschuss an Lauge muss naturlich vermieden

Averden, da sich bekanntlich die Fallung sonst lost. Die Zinkfallung Avird

dann abfiltriert und ein aliquoter Teil des Filtrats, Avelches mit ScbAvefel-

Avasserstoff keine Fallung mehr gibt, Avird AA'eiter bebandelt.

Die Entfernung des Zinks schien desAvegen erforderlicb, Aveil unter

gewissen Umstanden ein Verlust von bis zu 80 % des Zinklaktats eintreten

kann, AA'ie Kendall und Fbiedemann hervorbeben. Falls die MS-Bestim-

mung direkt anschliessend an die Reduktion vorgenommen AAurd kann unter

Umstanden die Ausfallung des Zinks auch unterbleiben. ^

4. Entfernung der Kohlenhydrate und andcrer storender Suistanzen,

Ein aliquoter Teil des Filtrats nacb der Entfernung des Zinks (50 cm®)

Avird dann Avieder in eine Massflasche gebracht und mit Calciumhydroxyd

(in Substanz) und halbgesattigter Cupfersulfatlosung versetzt zur Ausfallung

der Kohlenhydrate (Salkoavsky, 1879; van Slyke, 1917). Nacb einer

halben Stunde AAird die Flasche bis zur Jlarke aufgefiillt und die Fallung

abfiltriert. Das Filtrat Avelches farblos ist, muss frei von Kohlenhydraten

und ahnlichen Verbindungen sein. (Molisch’s a-Naphtol-H2S04-Probe

negativ).

Die Ausfallung mit Kupfer-Kalk darf nicht vor der Reduktion vorge-

nommen Averden, da sonst 85 % und mehr Brenztraubensaure mitentfernt

Averden, Avie ich durch Bisulfitbestimmung der BTS feststellen konnte.

Zur Ausfallung A'cnvendet man bei Verdiinnung auf 100 cm® unabhangig

von der Harnquantitat am besten 10 g Calciumhydroxyd und 10 cm®

Kupfersulfat.

I In dieser Arbeit wurde das Zink in alien Bestimmungen ausgefSllt, wie

auch die Bestimmung immer am selben Tage zu Ende geWhrt AV’urde. A it

einiger Ubung kann eine Person pro Tag 3—4 MS- und BTS-Bestimmungen

vornehmen.
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5. Bestimmung der MS vor der Reduktion und der tGesamt-MS* nach der

Beduktion.

Das Filtrat nach der Kupfer-Kalkfallung wird dann auf gewohnliche

Art zur MS-Bestimmung venvendet.

Um den wahren Gehalt an BTS festzustellen muss natiirlich gleich-

zeitig die i>praformierte» MS ermittelt werden. Dies geschieht indem der

eiweissfreie Harn (vgl. Punkt 1
)
mit Kupfer-Kalk behandelt wird, wie

in Punkt 4. Hierbei wird nicht nur aller Zucker sondern auch die BTS
zum grossten Teile ausgefallt, welches sehr wichtig ist, da sie bei der titri-

metrischen MS-Bestimmung zu Storungen Anlass geben kann. Derart

wrd die langwierige Trennung der BTS von der MS nach Krishna und
Sreenivasaya (1928) vermieden.

Damit der Analysenfebler moglichst Idein wird, soil die Kupferkalk-

fallung vor und nach der Reduktion mit der entsprechenden Harnmenge

ausgefiihrt -n-erden. Dies erhellt am besten ein einfaches Beispiel.

Zur Reduktion werden 10 bzw. 20 cm® Harn vei^vendet. Nach dem
Kochen wird auf 100 cm® aufgefiillt. Zur Zinkfallung werden 40 bzw. 20

cm® entsprechend 4 cm® Harn benutzt. Bei der Zinkfallung wird vieder

auf 100 cm® aufgefiillt, von dem Filtrat nimmt man 50 cm, welches 2 cm®

Harn entspricbt, zur Kupfer-Kalk-Fallung und fiillt wieder bis zu 100 cm®

auf. Die endgiiltige Verdiinnung ist also 2 cm® Ham in 100 cm®.

Zur MS-Bestimmung ohne Reduktion muss daher 2 cm® Ham zur Kupfer-

Kalkfallung verwendet werden und ebenfalls auf 100 cm® aufgefullt

werden. Benutzt man zur Reduktion 15 cm® Harn erhalt man schliesslicb

ganz analog die Verdiinnung 3 cm® Ham in 100 cm®, sodass zur MS-Bestim-

mung entsprechend 3 cm® auf 100 verdunnt werden miissen.

6. Berechnung des BTS-Gehalls.

Auf die Methode zur Bestimmung der MS soil noch weiter unten ein-

gegangen werden. In dieser Arbeit A\-urde die Methode von Lieb und

Zacherl. (1932) hierzu venvendet. Bei der Titrierung entspricht die

Differenz des Jodverbrauchs der MS-Bestimmungen mit und ohne vorher-

gehender Reduktion dem BTS-Gehalt der untersuchten Probe (1 cm®

1/400-n Jodlosung entspricht 0.11 mg BTS).

7. Erforderliche Reagenzien.

Zinkstaub (Zincum pulveris. pro analysis).

50 vol. % Schwefelsaure (Acid, sulfuric, pro analysis, D= 1.84, ver-

diinnt mit dem gleichen Volumen Wasser).

Gesattigte Kupfersulfatlosung (CUSO4 pro analysis, in der Kalte ge-

sattigte Lbsung).

% gesattigte Kupfersulfatlosung.

Calcium-hydroxyd (Calcium hydricum oxydatum pro analysis).

Ca. 40 % NaOH (pro analysis). Die Menge, die zur Neutralisation von

1 cm® 50 vol. % H2SO4 verbraucht wird, muss durch Titrierung gegen

Phenolrot ermittelt werden.

Reagenzien zur Milchsaurebestimmung nach Lieb und Zacherl.



TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE AUSSCHEID. USW. 57

8. Genauigkeit der Methode.

Mit dieser Methode wurden in reinen Pyruviatlosungen Ausbeuten
von 80—90 % erhalten. Trotz mannigfacher Variationen der Reduktion
und des ganzen Verfahrens liess sich ein solcher Verlust von 10—20 %
nicht ausschliessen. ^

Bei der Beurteilung dieses Resultats muss aber auch berucksichtigt

werden, dass bei der MS-Bestimmung schon Verluste von 1—5 % und
ev. mehr auftreten konnen (vgl. weiter unten).

Im Folgenden seien die Werte einiger Bestimmungen in reinen Pyruviat-

losungen angefiihrt (vgl. Tab. Nr. 6).

Tabelle Nr. 6.

BTS-Bestimmung in reinen Losungen.

Zugesetzt BTS in mg Gefunden BTS in mg Ausbeute in %

50.001 47.09 94.2

50.001 44.65 89.3

10.001 9.26 92.6

6.01 5.87 97.7

6.01 5.76 95.8

5.99 5.25 87.7

5.96 5.36 90.0

5.00 4.02 80.4

2.99 2.56 85.6

2.50 2.03 80.1

1.59 1.30 81.7

1.00 0.75 75.0

1 frisch redestillierte BTS, bei den anderen Bestimmungen Na-pyruvat.

Um den Einfluss verschiedener Mengen von Zink und Schwefelsaure

auf die Reduktion der BTS zu untersuchen, wurde u. a. nebenstehende

Versuchsserie ausgefiihrt (vgl. Tabelle Nr. 7 a).

Ferner Avurde untersucht, welchen Einfluss die Ausfallung des Zinks

bei gleich anscbliessender MS-Bestimmung auf die Ausbeute hat (vgl.

Tabelle Nr. 7 b). Hierbei wurde festgestellt, dass auch durch die Zinkaus-

fallung ein kleiner Verlust eintreten kann.

Beim Zusatz von BTS zum Ham wurde beinahe die gleiche Ausbeute

erhalten wie in reinen BTS-Losungen (vgl. Tabelle Nr. 8).

Zusammenfassend kann iiber die hier beschriebene Methode zur Beslim-

mung der BTS in verhaltnismassig kleinen Harnmengen gesagt werden, dass

sie im allgemeinen 80—90 % Ausbeute ergibt. Mit dieser Methode jindet

^ Reduktionsversuche ohne Erwarmen auf dem Wasserbade sind in diesem

Zusammenhange nicht ausgefiihrt worden.
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TabeUe Nr. 7 a.

Die Ausbeute an BTS bei verschiedener KonzentrationdesJReduktionsmitlek.

(Bei alien Bestimmungen 3gtt. Kupjersulfatldsung.)

Zugcsetzt
Gesamtvolumen
bei der Reduk-
tion in cm*

Zugesetzt
BTS in mg

Gefunden
BTS in mg

Ausbeute in

%Zink
in g-

50 vol.%
H2SO4 in cm^

0.5 5.0 26 5.19 2.62 50.4

1.0 8.0 26 5.19 3.14 60.5

1.5 12.0 26 5.24 3.77 71.9

2.0 16.0 40 5.15 3.51 68.2

2.0 40 5.99 5.25 87.7

2.0 20.0 40 5.96 5.36 90.0

2.5 20.0 40 5.15 3.62 70.3

Tabelle Nr. 7 b.

Einjluss der Zinh-Ausfallung auf die Ausbeute an BTS.

Zugesetzt BTS
in mg

Ohne Zinkausfallung Mit Zinkausfallung

Gefunden
BTS in mg

Ausbeute in

%
Gefunden
BTS in mg

Ausbeute in

%

0.81 81.0 0.75 75.0

1.61 80.5 1.58 79.0

Tabelle Nr. 8.

Zusatz von BTS zum normalen Harn.

Harnmenge
in cm®

Gefunden im
Harn MS + BTS,
berechnet als

BTS in mg

Zugesetzt
zum Ham
mg BTS

Ausbeute an BTS.

Gefunden
mg BTS

Berechnet
mg BTS %

20 4.97 10.03 RQH 88.2

20 5.98 6.40 10.78 87.0

12.5- 7.21 43.30 40.63 80.4

12.5 7.08 38.78 77.0

man regelmassig etwas BTS im Harn, wenn auch oft sehr Heine Mengen.

Negative Werte, wie sie von Kendall und Friedemann im Tagesharn

gefunden warden, erhalt man bei sorgfaltiger Ausfuhrung der Analyse fast

nie, vorausgesetzt, dass bei der anschliessenden MS-Bestimmung keine grbs-

seren Verluste eintreten.
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Die Verfahren zur Bestimmung der KGS und BTS, die hier zur
Anwendung kamen, sind, 'wie aus dem Vorhergehenden hervor-

geht, umstandlich und langwierig und mit einem verhaltnismassig

grossen Fehlerprozent behaftet. Da aber vorerst keine einfacheren

und genaueren Methoden vorliegen, muss man sie als die einzig

fiir quantitative Harnuntersuchungen in Frage kommenden Ver-

fahren ansehen. In der vorliegenden Arbeit diirften die ermittelten

Resultate umsomehr geniigen, als es vor allem darauf ankam even-

tuelle Veranderungen in der Ausscheidung der BTS und KGS
nachzuweisen, wahrend die Ermittelung der absoluten Normal-
werte nur untergeordnete Bedeutung hatte.

4. Bestimmungf der Milchsaure.

Wie schon envahnt, wurde in dieser Arbeit die MS, abgesehen von eini-

gen geringliigigen Veranderungen, nach der Metbode von Lies und Zacherl

(1932) bestimmt. Das Prinzip bei dieser Bestimmung, welches auf dem
urspriinglichen Verfahren von Furth und Charnass (1910) und dessen

zahlreichen Verbesserungen (u. a. Claussen, 1922; Hirsch und Kauff-

MANN, 1924; Embden, 1925; Friedemann, Cotonio und Shaffer, 1927;

Lehnartz, 1928) basiert, ist kurz folgendes: Ein aliquoter Teil des eiweiss-

und kohlenhydratfreien Filtrats (vgl, die Bestimmung der BTS) wird in

einer Spezialapparatur in Manganisulfat-Schwefelsaurelosung durch Ka-

liumpermanganat allmahlich oxydiert. Das gebildete Acetaldehyd wrd
mittels eines gleichmassigen Luftstroms durch einen besonders effektiven

Kiihler und einen Gasverteiler (Glasfrittenplatte) in eine Bisulfitlosung

geleitet und jodometrisch ermittelt.

Auch diese verbesserte Methode gibt keine 100 % Ausbeute an Acet-

aldehyd. Lies und Zacherl (1932) erhielten bei Bestimmung verhaltnis-

massig grosser MS-Mengen (1.925—2.404 mg) Verluste von bis zu 3.4 %.

In diesem Laboratorium ^vurde diese Methode zur Bestimmung viel klei-

nerer MS-Mengen venvendet (untere Grenze ca. 0.05 mg MS), wobei noch

zufriedenstellende Resultate zu erhalten waren.

In der Tabelle Nr. 9 sind einige Kontrollbestimmungen der Methode

mit frisch zubereiteten Calciumlaktatlosungen angefiihrt, die in Bezug

auf die analysierte MS-Quantitat dem MS-Gehalt der in dieser Arbeit

verwendeten Harnvolumina entsprechen. Um einen zu grossen Fehler

zu vermeiden, soli man im Allgemeinen nicht weniger als 0.1 mg MS zur

Bestimmung nehmen. Im Harn kann die Bestimmung schon aus einer

Filtratmenge erfolgen, die 0.3—0.6 cm^ entspricht.

Aus der Tabelle Nr. 9 geht hervor, dass der Fehler bei Bestimmung

kleiner MS-Mengen mit der Apparatur von Lies und Zacherl bis zu

7.3 % betragen kann. Meistens ist aber der Verlust an Acetaldehyd sehr

gering. Zu beachten ist bei Verwendung dieser Apparatur, dass nach
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Tabelle Nr. 9.

MS-Bestimmungen in reinen Losungen von Calciumlaktat. ^

0.0025-n
Jodlosung
in cm’

mg Milchsaure

berechnet gefunden Ausbeule in %

2.60 0.2912 96.2

2.68 99.3

2.80 0.3070 101.9

1.27 0.1535 0.1423 92.7

1.32 0.1535 0.1478 96.2

1.35 0.1535 0.1512 98.5

1.36 0.1535 0.1523 99.2

1.39 0.1535 0.1556 101,3

1.40 0.1535 0.1568 102.2

1.41 0.1535 0.1579 102.8

1.38 0.1535 0.1545 100.6

1.36 0.1535 0.1523 99.2

1.36 0.1535 0.1523 99.2

-
Mitllcre Ausbcute 99.2

Mitllerer Fehler— 0.8 %
(—7,3 bis-f2.8 %)

^ ausgefOhrt von Axtvinen und Backmak (1936), wofOr Ich ihnenDank
schulde.

einiger Zeit die Poren der Glasfriltenplatte durch geringe Mengen Braun-

stein verstopft werden, sodass leicht ein Teil des Acetaldehyds durch die

Kapillare, durch welche das Permanganat zugetropft wird, verloren gehen

kann. Man muss deswegen den Luftstrom entsprechend verstarken Oder

den Gasverteiler dfters auswechseln. ^

Bei der Bestimmung kleiner MS-Mengen soil femer die Oxydation vor-

teilhafter Weise durch Zutropfen einer doppelt schwacheren Kalium-

permanganatlosung (1/200-n) vorgenommen werden, als wie Lies und

Zacherl (1932) sie venvendeten.

Zur jodometrischen Titrierung des an das Acetaldehyd gebundenen

Bisulfits wurde immer eine 1/400-n Jodlosung zugewandt, die jedesmal

frisch aus einer 1/1 0-n Losung bereitet wurde. 1 cm’ dieser Losung ent-

spricht 0.1125 mg MS. Envahnt muss auch werden, dass alle MS- bzw.

BTS-Bestimmungen gleichzeitig in zwei Apparaten vorgenommen Avnirden;

in den Tabellen ist meist der Mittehvert dieser Paralellbestimmungen

angegeben.

1 In dieser Arbeit wurde ein grosser Teil der Bestimmungen mit einer

schwach gestellten Vakuumpumpe ausgellihrt.
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1933 wurde von Fuchs eine Verbesserung der Apparalur von Lies
und Zacherl ausgearbeitet. Nach der Methode von Fuchs soli die Ans-
beute an Acetaldehyd vollig quantitativ sein und der Fehler der Paralell-

bestimmungen soil nur 1 Tropfen der 1/200-n Natriumthiosulfatlosung
betragen. In dieser Arbeit kam die Apparatur von Fuchs zur MS-Bestim-
mung nicht zur Anwendung, jedoch ^^-u^de ein Teil der Untersuchungen
unter Beriicksicbtigung der von Fuchs angegebenen Fehlerquellen des
Verfahrens von Lieb und Zacherl ausgefiihrt. Erstens Avurde an dem
Milchsaurebestimmungsapparat, wie Fuchs vorgeschlagen hatte, das
Glasrohr, durcb welches das Permanganat hinzugetropft wird, bis nab an
den Boden des Destillationskolben heran verlangert, sodass das Perman-
ganat beim Austritt direkt mit der zu oxj'dierenden Fliissigkeit in Beriih-

rung kam. Hierdurch Avird ein gleichmassiges Kochen erreicht, ohne dass

Kochsteine Oder Talk hinzugefiigt AA'erden brauchen, vor allem soil aber

derart der Acetaldehyd nicht Aveiter oxydiert Averden. — ZAveitens AA'urde

das Glasrohr, AA’elches mit der Glasfrittenplatte endigt, mit Normalschliff

versehen, sodass man nach beendigter Aldehyddestillation das Filter

abnehmen und ZAvecks Sptilung Wasser hindurchblasen kann. Diese Ein-

richtung AA'urde A'orgenommen, AA'eil nach Fuchs’ Beobachtung, beim Auf-

horen der Destination ein geringer Teil der Bisulfitlosung in der Vorlage

durch das Filter in den Stengel gesaugt AA'ird und so zu kleine Aldehyd-

ausbeuten erhalten Averden. — Brittens AA-urde der Tropftrichter, in AA'el-

chem l/200-n PermanganatlQsung ist, A'ergrossert urn ein Auffullen Avahrend

der Bestimmung zu A'ermeiden. — Ein Teil der Bestimmungen Avurde

schliesslich auch unter Verwendung einer BraunsteinaulschAvemmung als

Oxydationsgemisch A'orgenommen, AA'ie dies von Muller-Parcham (1933)

A'orgeschlagen AA'orden ist.

Hinsberg und Ammox (1936) haben ferner die VerAVendung ihrer

Vakuumdestillationsapparatur (Vacap) zur Bestimmung der MS nach dem

Prinzip A'on Furth und Charnass A'orgeschlagen. So einfach und genau

dieses Verlahren auch erscheint, diirfte es doch etAvas unspezifisch sein.

Da namlich die Destination des Acetaldehyds im Vakuum (ca. 15 mm Hg)

bei einem Temperaturunterschied A'on 65—60° auf 20—15° A'orsichgeht,

scheint es sehr AA'ahrscheinlich, dass auch hohere Aldehyde als Acet-

aldehyd und andere Iluchtige Carbonyh'erbindungen (z. B. Acetonkorper)

von dem A'Orgelegten Bisulfit abgefangen Averden. Bekanntlich AA'urde \'on

Lieb und Zacherl (1932) der effektiA'e Aussen- und Innenschichtkuhler

eingefuhrt, um bei der Destination die Kondensation aller anderen fliich-

tigen Verbindungen ausser dem Acetaldehyd (Sp. 21°) zu erreichen.

Zu eiwahnen ist auch noch die Methode A'on Lauersen und Wahl-

LANDER (1938), die die MS neben der OBS in dem Aveiter unten beschrie-

benen Destillationsapparat A'on Lauersex (1935) bestimmen. Hiergegen

Avare einzuAvenden, dass dieses Verlahren recht umstandlich AAird, da

neben der MS immer paralell die OBS durch Bichromatoxydation und

Abfangen in Salicylaldehyd-Kalilauge bestimmt AA'erden muss. Ferner

mtisste man doch aa'oW in einer dritten Bestimmung den Gehalt an Acet-
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essigsaure und praformiertem Aceton ermitteln, otwohl Lauersen und
Wahllander hieriiber kine Angaben machen, denn auch diese Verbin-

dungen warden vom Bisulfit abgefangen, Vor allem aber diirfte die Me-
thode deswegen nicht in Frage kommen, well im Apparat von Lauersen
auch aus CS durch Oxydation Aceton gebildet wird, wie waiter unten

berichtet ist.

Zu Beginn der Untersuchungen wurde auch versucht die kolorimetrische

MS-Bestimmung nach Mendel und Goldscheider (1925) fur Hambe-
stimmungen zu venvenden. Leider aber bildet der Harn bei Zusatz der

konzentrierten Schwefelsiiure und des Veratrols nach dem Envarmen
eine braune Farbung, die die rote MS-Farbe verdeckt und so eine photo-

metrische Bestimmung verhindert. Dasselbe gilt auch fur die Methode

von Dische und Laszlo (1927),

S. Bestimmungf der Citronensaure.

Die CS VTirde nach der Methode von Bucher, Sherman und Vickery

(1936) bestimmt. Hierbei wird die enteiweisste Losung mit Schwefelsaure

zur Entfernung storender Verbindungen gekocht, dann abgekiihlt und mit

einem Oberschuss von Bromwasser behandelt. Die eventuell entstehende

FaJlung wird abfiltriert und dann im Scheidetrichter mit KBr und einem

tJberschuss von KMnO^ oxydiert. Nach vollendeter Oxydation der CS

zu Pentabromaceton wird die Analyse mit Wasserstoffsuperoxyd cntfarbt

und mit Petroliither extrahiert, wobei das Pentabromaceton quantitativ

in den Ather iibergeht. Aus dem Petroliither wird das Pentabromaceton

in Natriumsulfitlosung aufgenommen, wobei sich eine gelb-braune Farbe

bildet, die in Pyridinlosung haltbar ist und stufenphotometrisch bestimmt

werden kann.

Die gelb-braune Farbe ist der CS-Konzentration direkt proportional;

die Extinktionswerte bei Konzentrationen vom 0.1—1.0 mg CS bilden

eine Gerade. Da die stufenphotometrische Bestimmung immer einen

kleinen subjektiven Fehler mitsichbringt, soil jeder, der CS-Bestimmungen

vornimmt, eine eigene Extinklionsgerade anlegen bzw. den Extinktions-

koeffizienten berechnen (vgl. Tabelle Nr. 10).

Die gefundenen Extinktionswerte lagen zwischen den entsprechenden

Werten von Pucher, Sherman und Vickery’, Yvelche das liberschiissige

Permanganat und den Braunstein entweder mit Ferrosulfat Oder mit

Wasserstoffsuperoxyd entfernten.

Zur Kontrolle Yvurde auch einige Vergleichsbestimmungen mit der

Thunberg-Methodik in Zusammenarbeit mit Hagelstam vorgenommen,

die gut ubereinstimmende Werte ergaben (Tabelle Nr. 11).

tJber die Spezifitat der Pentabromacetonmethods hat Hallman ^

genauere Untersuchungen vorgenommen. Nach ihm gibt Brenztrauben-

1 vgl. die demnachst erscheinendc Dissertation von Hallman »t)ber die

CS-Bildung in tierischen Geweben*.
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Tabelle Nr. 10.

Extinktionsipertc der CS-Bestimmung.

Extinktionswerte*
j

CS in mg*
nach Pucker, Sherman und

Vickery nach Krusius

Entfarbung mit
FeSO 4

Entfarbung mit
HjOj

Entfarbung mit H.Oa

0.10 0.155 0.110

0.15 0.178

0.20 0.217

0.25 0.270 0.285

0.30 0.328 0.340

0.50 0.540 0.565

0.75 0.835

1.00 1.119 1.080

" 0.1 % CS-L6sung (1.093.8 g CjH, (OH) (C00H)s+H50 in 1000 cm»
1-n H.SO«) wird 20 mal mil 1-n H SO vcrdQnnt. (5 mg %-i,6sung.)

* Mittchvcrtc aus mehrcren Bcstimmungen.

TabeUe Nr. 11.

Paralellbcstimmungcn mit der Thunberg-Methodik und der Pentabromaceton-

methode.

CS-Losung in

mg %*

Gcfundene CS in mg %
Thunberg-SjostrOm-

Mcthodik
Pucher-Sherman-Vickery

2.195 2.186 2.233

3.000 2.972 3.012

3.250 2.998 3.190

1 alle CS-Mengen sind ohne das Krislallwasser berechnet.

saureaJdol, OBS und Buttersaure auch eine leichte Farbe bei der GS-

Beslimmung, aber meistens erst in Konzentrationen, die mehr als 50 mal

grosser sind als die der CS. Hallman kam zu dem Ergebnis, dass die

Penlabromacetonmethode fur Bcstimmungen in tierischen Substraten

hinreichend spezifiscb ist und exakte Werte gibt. Im Harn kommen
die drei envahnten Verbindungen nie in solcben grossen Mengen vor, dass

hieraus Fehler entstehen konnten.
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6. Die Bestimmung- der Acetonkorper.

Die AK wurden nach der Methode von Lauersen (1935) bestimmt, die

auf der Salicylaldehyd-Farbreaktion von Farinyi, Frommer und Emile-

wicz fusst. In einer Spezialapparatur wird der eiweissfreie Ham (bei

Bedarf Entehveissung mil 10 % Melapbosphorsaiire, nicht Trichloressig-

saure!) mit Vol. 10 % Schwefelsaure gekocht, wobei das praformierte

Aceton und das aus Acetessigsiuire abgespaltene Aceton in eine uber dem
Kolben befindliche Vorlagc mil Salicylaideliyd und starker Kaliumhydro-

xydlosung uberdestilliert wcrden. Hierbei bildet sich ein orange-gelber

Farbstoff (o-Dioxybenzalaceton), der genau wio bei der BTS-Bestimmung

mit Salicylaideliyd stufenphotometrisch bestimmt wird.

Bei der Photometrie benutzt man als Vergleichslosung nicht Wasser

sondern Salicylaideliyd und Kaliumbydroxyd in densclben Mengen wie

in der Analyse. Die Methode ist sehr empfindlich und erlaubt noch die

genaue Bestimmung von ca. 10 y Aceton.

Zur Bestimmung der OBS wird nach Lauersen, nachdem alles Aceton

uberdestilliert ist, die Vorlagc mit Salicylaldehyd und Kaliumbydroxyd

gewechselt und zu der Analyse Vol. 5 % Kaliumbichromatlosung zuge-

geben, wonach wieder gekocht wird. Hierbei werden konstant 70 % der

OBS zu Aceton oxydiert, wiilirend der Rest zu Essigsaure und anderen

unbekannten Verbindungen oxydiert wird. Der bei dor photometrischen

Bestimmung erhaltenc Acetonwert soli mit dem empirischen Kocffizien-

ten 2.58 zur Berechnung der entsprechenden OBS-Konzcntration multi-

pliziert werden.

Bei Harnbestimmungen bedarf man zur quantitativen Ermittelung

des Acetons und der Acetessigsaure, wenn die qualitativen Acetonproben

negath' ausfallen, mindcstens 10 cm®, besser aber 20—30 cm®. Da aber

bei der OBS-Bestimmung schon 0.5—2.0 cm® Harn eine deutliche Farbe

gibt, empfiehlt es sich diese Bestimmungen getrennt vorzunehmen, indem

man aus einer grdsseren Probe den Gehalt an Aceton und Acetessigsaure

ermittelt und aus einer kleineren Probe den Gehalt an Gesamtacetonkorper

nach der Oxydation mit Bichromat. Zur Errechnung des Gehalts an OBS
ist dann der erhaltene Acetonwert abzuziehen vor der Multiplikation mit

dem empirischen Koeffizienten.

Zur Ermittelung der Extinktionsgerade wurden einige Bestimmungen

in reinen, frisch zubereiteten Aceton-Losungen vorgenommen. Als Ver-

gleichslosung wurden in dieser Arbeit immer die entsprechend verdiinn-

ten, unerwarmten Vorlagereagenzien benutzt (vgl. Tabelle Nr. 12).

Da die BTS dieselbe Reaktion gibt, musste vor allem untersucht wer-

den, ob sie im Lauersen’schen Apparat in die Vorlage iibergeht. In zahl-

reichen Versuchen, die in diesem Laboratorium ausgefiihrt wurden, konnte

festgestellt werden, dass die BTS bei der Bestimmung von Aceton und

Acetessigsaure nicht stort (vgl Tab. Nr. 13).

Die Beispiele der Tabelle Nr. 12 zeigen, dass die BTS bei der ersten
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Tabelle Nr. 12.

Extinktionswerte reiner Acetonlosungen.

Aceton zugesetzt in y (0.001 mg) Extinktionswert ’

10 0.09

20 0.18

30 0.27

50 0.44

70 0.61

90 0.78

^ Filter hellgrQn S 53; 2 cm Schichtcndicke (nach Urbach, 1931).

TabeUe Nr. 13.

Prufung jrischer BTS-Losungen im Lauersen’schen Apparat ohne Kalium-

bichromatzusatz.

Zugesetzt BTS in

mgi Extinktionswert
Berechnet a)s Aceton

in mg

42.0 0.06

21.0 0.02 0.0015

4.2 0.01 0.0008

' frisch redcstilllcrte BTS; die Bestimmungen wurden in Zusammenarbeit
mit Kalliala und Vilkki ausgefQhrt.

Destination ohne Zusatz von Bichromat nur einen ganz minimalen Fehler

venirsacht. Dagegen erhielten wir nach der Oxydation von alien BTS-

Losungen oft sehr starke Farbbildung. Nahere Untersuchungen in diesem

Laboratorium haben gezeigt, dass dies durch Polymerisationsprodukte

in unreinen BTS-Losungen, vor allem durch Brenztraubensaurealdol,

bedingt ist. Werden ganz frisch-redestillierte BTS-Losungen Oder reinstes

Natriumpyruvat (Hoffmann-La Roche) venvendet, erhalt man auch nach

der Bichromatbehandlung keine deutliche Farbbildung in der Vorlage

(vgl. Tabelle Nr. 14).

Auch von der CS ist bekannt, dass aus ihr bei der Oxydation fiber

Acelondicarbonsaure Aceton entslehen kann. Ihr Verhalten im Apparat

von Lauersen dfirfte dagegen bisher noch nicht gepruft worden sein.

Ohne Zusatz von Bichromat gibt die GS, wie zu envarten stand, keine

Reaktion. Bei der Oxydation mit Kaliumbichromat im Lauersen’schen

Apparat wird dagegen ein grosser Teil der CS zu Aceton oxydiert und iiber-

destilliert (vgl. Tabelle Nr. 15).

5
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Tabellc Nr. 14.

Pnifung rcinstcr Natnumpyruvatlosiingcn im Lauersen'schen Apparat

hci gleichzcitiger Oxydadon mil Kaliumhtchromat.

Zugcsclzt BTS
in mg

Exlinktion-swcrt
Bcrcchnct als Acelon

in mg

<1.0 0.05

8.0 0,08

12.0 0.02 0.002

10.0 0.10 0.011

Tabclle Nr. 15.

AcetonhUdung ans CS nach Zusatz von Kaliumhichromal im Apparat von

JMttcrscn.

1

Zuge.sctzt CS
in mg

Accton-Ausbculc in mg OBS-Ansbeutc in mg

Bcrcchnct ^ Gcfundcn Bcrcchnct ^ Gcfundcn 0/
/O

30.0 8.29 2.30 21.39 0.00 28.5

20.0 5,53 4.24 14.27 10.94 7C.7

10.0 2.70 1.71 7.12 4.49 03.0

5,0 1.38 0.38 3.50 0.98 27.5

2.5 0.09 0.12 1.78 0.32 17.8

1,0 0.28 0.11 0.72 0.29 39.0

0.5 0.14 0.00 0.30 0.10 45.0

0.25 0.07 0.02 0.18 0.00 34.3

Milllcrc Aiisbcnlc an .Acelon

bzw. OBS in % 41.0 %
1 100 Mol CS cntspriclit 27.03 Mol Acelon bzw. 01.29 Mol OBS.

Aus der Tabclle 15 gehl deutlich lien-or, dass die CS selir stark reagiert

bei der OBS-Bestimmung nach Lauersf-n. Die Ausbcute an Acelon bzw.

OBS sclnvankt ziemlich stark (ca. 18—77 %); dies wird wabi^cheinlich

durch ungleichmassige Oxydalionsdaiier Oder durch verschieden starkes

Kochcn der Analj’se bedingt. Jcdcnfalls geben noch Mengen von 0.25 mg
CS deutlichc Farbbildung. Da der Harn bei den OBS-Bcstimmungen oft

derarlige Mengen CS cnthalt, muss man festslellen, dass man die OBS
in CS-haltigen Losungen nicht nach der Methode von Lauersf,n bcstim-

men kann. ^

' Dicse Fcststcllung wurdc erst am Ende dicser Arbeit gcmacht, nachdem
schon alle OBS-Bcstimmungcn ausgcfQlirl wordcn warcn. Die OBS-Wertc
sollen dahcr im Folgendcn mil angefOhrt wcrden, obwohl ihnen koine grOssere

Bedeutung zuzusprcchcn ist.
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pH-Bestimmnng.

Die pH-Bestimmungen im Harns wurden nach der urspriinglichen

kolorimelrischen Metkode "von Michaelis mit einem gewohnlichen Kompa-
ralor vorgenommen. Hierbei wurden folgende Indikatoren venvendet;

y-Dinitrophenol von pH 3.6—5.6, p-Nitrophenol von pH 5.3—7.4 und

m-Nitrophenol von pH 6.8—8.6. — Ferner wurden auch einige Kontroll-

bestimmungen mit dem Elektropotentiometer von Mislowitzer gemacht,

die regelmassig elwas niedrigere Werte ergaben als die Indikatoren-Reihe

von MlCHAELlS.



ni. Experimentelle Untersuchungen bei Ratten

fiber die Ausscheidung der Brenztraubensaure,

(7-Ketoglutarsaure und Citronensaure sowie der

Acetonkorper.

I. Die Wirkungf verschiedener Nahrungfsgremische.

Wie schon oben eingehend dargestellt wurde, ist bisher nur

die Ausscheidung der CS bei verschiedenen Kostformen griindlicher

untersucht worden. t)ber den Einfluss der Nahrung auf die Aus-

scheidung der anderen bier behandelten Verbindungen liegen

dagegen fast garkeine zusammenhangende experimentelle For-

schungen vor.

Was die CS anbetrifft, so haben die meisten Forscher hervor-

gehoben, dass die Ausscheidung dieser Saure mit dem Harn von

dem Saure-Basen-Haushalt des Organismus abhangig ist. Eine

Zunahme der CS-Konzentration des Hams soil immer durch eine

Verschiebung des Saure-Basen-Gleichgewichts nach der alkali-

schen Seite, also durch sAlkalosiso hervorgerufen werden. Es

wurde aber auch schon erwahnt, dass von verschiedenen Seiten,

besonders auch in diesem Laboratorium, Befunde erhoben vorden

sind, die dafiir sprechen, dass die CS-Ausscheidung der Nieren

nicht nur als eine regulatorische Funktion des tierischen Organis-

mus gegen Schwankungen in der Wasserstoffionenkonzentration

des KQrpers aufzufassen ist.

Aus dem oben gesagten erhellt sich ohne weiteres, dass es vor

allem notwendig war die normale Ausscheidung aller dieser Ver-

bindungen gemeinsam zu untersuchen. Hierbei schien es nicht

nur wichtig die mengenmassige Ausscheidung mit dem Harn bei

verschiedenen Kostformen zu erforschen, sondern auch festzu-

stellen, inwiefern zwischen der Ausscheidung der einzelnen Sauren
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irgendeine Korrelation oder vielleicht ein gewisser Antagonismus
besteht. Besonders intressant musste es auch in diesem Zusam-
menhang sein zu untersuchen, ob die »Alkalosis» auch einen Ein-
fluss auf die Ausscheidung der anderen Sauren hat.

Ehe ich auf diese Untersuchiingen eingehe, mdge noch kurz
die verhaltnismassig einfache Versuchsmethodik eriautert werden.
Der grosste Teil der in dieser Arbeit ausgefuhrten Untersuchungen
wurde mit Ratten vorgenommen. Diese Tiers waren nicht nur
deshalb besonders geeignet, als sie sich bei den Belastungsversuchen
als ziemlich widerstandsfahig erwiesen, sondern auch well es am
leichtesten war den alles fressenden Ratten geeignete -Kost-

gemische konstanter Zusammensetzung zu bereiten. Vergleichsweise

wnirde auch einige Belastungsversuche an Kaninchen und Meer-

schweinchen vorgenommen, fiber die weiter unten in einem spe-

ziellen Kapitel berichtet warden soil.

Die Harnuntersuchungen der Ratten bei verschiedenen Kost-

gemischen wurden in dieser Arbeit derart ausgefuhrt, dass die Tiere

tagsuber Nahrung und Wasser in beliebiger Quantitat erhielten

und nachts (12 Stunden) zur Harnsammlung in speziellen Glas-

trichtern gehalten wurden.

Von der Benutzung s. g. Stoffwechselkafige wurde bei den

Rattenversuchen aus rein technischen Grunden abgesehen, da bei

derartigen Kfifigen die Gefahr besteht, dass ein Teil der Nahrung

und vor allem der zertretene Kot von dem Harn weggeschwemmt

und geldst wird. Ferner ist es schwierig zu vermeiden, dass das

Trinkwasser in den Harn tropft und denselben verdunnt.

Da die Ratten sich in kurzer Zeit daran gewohnen tagsuber

zu fressen und nachts ohne Futter und Wasser in den Glastrichtern

zu schlafen, schien diese Art der Harnsammlung am einfachsten

und exaktesten. Um die Tiere an die Glastrichter zu gewohnen,

wurden sie ausserdem meistens einige Nachte vor Beginn der Harn-

untersuchungen in den Trichtern gehalten. Auf diese Art erhalt

man eine ziemlich gleichmassige 12-stundige Diurese.

Die Glastrichter \vurden aus alten, dickbauchigen Bierflaschen (2—^iO

Liter) durch Abschneiden des Bodens hergestelit. Der Hals der Flasche

wurde mit einem ziemlich dichten Drahtnetz verschlossen, durch welches

der Harn aber gut abfiiesst. In jedem Trichter wurde ein doppelter Boden

angebracht, dessen obere Flache aus einen weitmaschigen Drahtnetz

bestand, wahrend die untere Bodenflache von einem dichten Netz gebildet

WTirde. Der Zwischenraum zwischen den zwei Netzen war ca. 2—3 cm.

Ein derartiger doppelter Boden war deshalb vorteilhaft, well durch die

weitmaschige obere Flache auf der die Ratten lagen auch der Kot durch-
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fiel. Hierdurch wird ein Zertrelen des Kols und die Vermischung des-

selben mit dem Ham weitgehendst vermieden, vorausgesetzt, dass die

Tiere keinen Durchfall habcn. Bei dieser Anordnung ist ferner eine Kopro-

phagie der Tiere ausgeschlossen, welches bei Vitaminversuchen von grosser

Bedeutung ist.

Die Glaslrichter, die meist fiir 4—5 Ratten von ca. 200—250 g waren,

•svurden in einem Stativ, mit dem Hals nach unten befestigt. Unter den

Hals des Trichters ^^'urde ein Massglas mit einem gewohnlichen, kleinen

Trichter gestellt, sodass der Harn beim Herabtropfen gleich durch etwas

Baumwolle oder ein kleines Filter filtriert wurde. Die obere Offnung des

Rattcntrichters \mrde ausserdem mit einem Drahtnetz verschlossen.

Bei derartiger Harnsammlung crhalt man meist vollig klaren Ham.
Vor der Untersuchung soil der Harn aber trotzdem immer filtriert werden.

Um Scliwankungen in der Zusammensetzung der verschiedenen

Kostformen zu vermeiden, wodurch die Resultate unsiclier ge-

worden waren, wurden bei den Rattenversuchen nur Kost-

gemische aus weitgehendst gereinigten Nalirungsstoffen konstanter

Zusammensetzung benutzt. Als normale gemischte Grundkost

wurde eine Diat verwendet (Diat I, Tabelle Nr. 16), die sich in

diesem Laboratorium bei Vitaminversuchen als Kontrollnahrung

gut bew'ahrt hat. Trotz des hohen Gehalts an Kohlenhydraten

(50 % Reisstarke), diirfte dieses Kostgemisch I als gemischte

Diat anzusprechen sein, da der Gehalt an Eiweiss und Fett vollig

ausreichend ist. Die notwendigen Mineralsalze und Erganzungs-

nahrstoffe (\’'itamin. A, D und die B-Yitamingruppe) sind in der

Kost in konstanter Menge enthalten. Einzelheiten fiber die Zu-

sammensetzung und Zubereitung dieser Kost gehen aus Tabelle

Nr. 16 hervor. Junge wachsende Ratten nehmen bei dieser Kost

wochentlich ca. 20 g und mehr zu. —
Neben der gemischten Kost (Diat I) wurde der Einfluss zucker-

reicher (Diat II), eiweissreicher (Diat III) und fettreicher Kost

(Diat IV) auf die Harnzusammensetzung untersucht. Die zucker-

reiche Kost wurde durch Zugabe von 13 % Rohrzucker zur Grund-

kost I unter entsprechender Verminderung der anderen Bestand-

teile bereitet. Grossere Zuckermengen konnten der Kost leider

nicht zugesetzt werden, da die Ratten eine noch siissere Kost

nicht ordentlich frassen. Die nahere Zusammensetzung der Kost II

erhellt sich ebenfalls aus Tabell Nr. 16. Leider konnte der Kohlen-

hydratgehalt der Diat II demjenigen der Diat I gegeniiber nicht

viel erhoht werden. Um aber trotzdem deri Einfluss extremer

Zuckermengen auf die Harnzusammensetzung zu untersuchen,

wurden eine Reihe von Belastungsversuchen mit Traubenzucker

ausgefuhrt.
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TabeUe Nr. 16.

Zusammensetzung der experimeniellen Kostgemische fur Ratten.

Gemischte Zuckerhaltige Eiweissreiche Fettreiche

Kost Kost Kost Kost
in % in % in % in %

1 lA II II

A

III Ill A IV IVA

Kasein n 18 17.4 15.6 n 54 20 17.3

Reisstarke 45 43.4 39.1 9 32 27.8

Rohrzucker ia — 13 13 Bi — — —
Hefe 13 13 11.5 11.5 13 13 13 13

Kokosfett 12 12 10.4 10.4 12 12 30 30

Salzmischung! .. 5 4.5 4.3 3.9 5 4.5 5 4.4

Natriumbicarbon. — 7.5 — 6.5 — 7.5 — 7.5

ahnlich der von Me Cout-ust angegebenen Salzmischung:

NaCl 10 0/
/o

KHjPO, 40 %
Ca(H.P04)s 30 %
MgSO* 10 %
Ca-laktat 10 %
FeClj 1 %
KJ 0.03

Erkldrung zu Tabelle Nr. IS: Zubereitung der Kostgemische. Die ge-

trodknete Backerhefe wird in Wasser verruhrt und kurz aufgekocht, wo-

nach das geschmolzene Fett zu gegeben \vird. Anschliessend wird die

notwendige Menge A- und D-Vitamin hinzugetropft und dann wird unter

standigen Umriihren das Mehlgemisch (Kasein, Reisstarke, ev. Rohrzucker

und Natriumbicarbonat) dazugefugt.

Die Kost I, -welche in diesem Laboratorium als Kontrolldiat bei Vita-

minversuchen mit Ratten verwendet wird, wird demnach iolgendermassen

zubereitet: so g der Hete werden mit 600 cm® Wasser versetzt und dazu

fugt man 72 g Fett und 5 Tropfen Vogan und 5 Tropfen Vigantol.

Schliesslich verruhrt man mit dieser Mischung 450 g der Mehlmischung

(Kasein 20 %, Reisstarke 50 % und Salzmischung 5 %).

Die anderen Kosten werden entsprechend zubereitet. Bei Kost II

und II A wurden zu 80 g Hele in 600 g Wasser und 72 g Fett 340 g der Mehl-

mischung gegeben. Bei der Bereitung von Kost IV bzw. IV A wurden

zu 80 g Hefe (in 600 g Wasser) 180 g Fett und 340 g Mehlmischung gegeben.

Die Alkalidiate I A—IV A wurden analog zubereitet, nur wurde der

Mehlmischung das Bicarbonat zugesetzt; Bei Diat I A und -A. kammen

auf 9 Teile Mehlmischung 1 Teil Natriumbicarbonat; bei Diat II A auf

9 Teile Mehlmischung 2 Teile Rohrzucker und 1 Teil Bicarbonat und bei

Diat IV A auf 755 g Mehlmischung 100 g Bicarbonat.

Die Kostgemische diirften nur ganz geringe Mengen CS enthalten.

C-Vitamin, welches die Ratten nicht brauchen, wurde nicht zugesetzt.

Ferner enthielt die Kost kein E-Vitamin.
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Die eiweissreiche Kost (Diat III, Tabelle Nr. 16) enthielt 60 %
Kasein, wahrend der Gehalt an Kohlenhydraten entsprechend

vermindert wurde. Der Fettkost wurden 30 % Kokosfett zuge-

setzt, welches die grosste Fettquantitat war, die noch in das Futter

eingeriihrt werden konnte, ohne dass sich Fett abschied. Auch bei

dieser Kost (Diat IV, Tabelle Nr. 16) wurde nur der Gehalt an

Kohlenhydraten entsprechend vermindert, wahrend die anderen

Nahrungsbestandteile in denselben Mengen zugesetzt wurden.

A. Gemischte Kost: Diat I.

Tabelle
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Die Resultate der Untersuchungen des Rattenharns bei Ver-

abreichung dieser 4 Kostgemische sind in den Tabellen Nr. 17, 18,

19 und 20 zusammengestellt. Die Tabelle Nr. 21 entbalt ferner

die Ausscheidungsdurchschnittswerte der bier untersuchten Ver-

bindungen ubersichtlich zusammengestellt bei Verabreichung der

verschiedenen Diaten.

Besprechung der Resultate:

(vgl. Tabelle Nf. 17 und Nr. 21).

Nr. 17.

Dial I A. Gcmischte Kost+NaHCOj (10 Ratten)

Versuchs-

dauer in

Tagcn

Harnmenge
in 12 St. pro
Ratte in cm*

pH
Ausfallungszeit

derHydrazon-
fallung in Sek.

Ausscheidung pro Ratte
in 12 St. in mg

KGS CS MS -BTS

5

7

8

9

10

11

12

,3{

14

16

17

18

19

20

21

22
^

23
|

24^

{

1.50

2.70

2.30

2.60

1.90

2.30

4.00

5.20

4.20

2.40

1.80

3.40

2.50

2.00

2.30

2.00

4.50

3.00

1.60

3.80

3.20

4.00

3.40

2.20

3.00

8.2

8.0

8.2

8.5

8.2

8.1

15"—25"

5"—18 '

8"—15 '

4"—13 '

6"—35 '

5"—15"

5"—15"

7"—25"

8"—21
"

3"—11"

8"—28"

1.95

4.51

3.58

I
2.21

5.35

I
4.77

0.17

9.25

7.64

9.98

8.64

7.16

13.69

6.00

16.65

7.06

12.83

11.33

21.33

11.62

0.45

0.53

0.42

0.46

io.59

0.05

0.00

0.15

0.27

rO.35
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In der Tabelle Nr. 17 sind die Harnuntersuchungen der Ratten

auf gemischter Kost auf der linken Seite zusammengestcllt. Vor

Beginn der Harnbestimmungen wurden die Tiere zur Gewohnung
bereits 5 Tage auf der Diat I gehalten. Harnuntersuchungen wur-

den an 21 aufeinander folgenden Tagen vorgenommen. Auf die

einzelnen Werte braucht iiier nicht eingegangen zu werden. In

der Ubersichtstabelle Nr. 21 sind die Durchschnittswerte dieser

Harnuntersuchungen angefiihrt.

Die 12-stundige Ausscheidung der KGS, CS, MS und BTS mit

dem Harn ist bei den Ratten ziemlicli klein und betragt fur alle

diese Sauren normal weit unter 1 mg. Die KGS-Werte betrugen

durchschnittlich 0.31 mg in 12-St. und schwankten zwischen 0.04

B. Zuckerhallige Kosl: Dial 11.

TabeUe

Diat 1 1. Zuckcrhaltige Kost (13 Ratten)

Versuclisdaucr

in

Tagen

Harnmcnge

in

12

St.

pro

Ratte

in

cm®

pH Ausfallungszcit

der

Hydrazon-

fallung

in

Sek.

Ausscheidung pro Ratte in 12 St. in mg

KGS CS MS BTS
Ace-
ton
in y

OBS

[

2.60 5.8 10"—35"
1 2.55

3 J 1.25 5.5 >60" 0.25 — — —
1.00 5.8 >60" 0.18 — — —
1.00 5.9 — 0.14 — — — —

4 . 1.00 5.8 >60" 0.08 — — —
1.67 5.8 — 0.99 — — — —
2.20 5.9 — — — — — — —

5 J 0.80 5.8 — — 0.65 — — — —
1.33 5.9 — — 0.18 — — — —

6 1.50 5.8 —
1

— — — — —
7 1.73 5.8 — — 0.82 0.03 — —
8 1.31 5.7 —

)

— — — — —
9 2.00 5.8 >60" 0.50 — — 4.60 0.17

10 — — — — — 3.26 0.35

Am 10. Versuchstage Belastung mit Glucose per

111 3.30 6.8 >60" 1.11 0.98 — 0.70®

^ Nyl + -f-.

Gehalt an Gesamtacetonkorpern.
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und 0.8 mg. Da die hier verwendete Bestimmungsmethode bei
der Bestimmung Ideiner KGS-Mengen einen verhaltnismassig

grossen Fehlerprozent hat, reicht es hin festzustellen, dass die 12-

stiindige KGS-Ausscheidung (Nachturin) bei Ratten beinahe immer
unter 0.5 mg lag.

Die CS-Werte schwanken bei der gemischten Kost nur sehr

wenig und sind meist etwas grosser als die KGS-Werte. Der Durch-
schnitt betrug 0.4 mg. Auch die MS-Werte sind von der selben

Grosse, der Durchschnitt einiger Bestimmungen belief sich auf

0.6 mg in 12 St. Die BTS-Werte waren immer bedeutend kleiner

als die MS-Werte meist nur ein Drittel derselben oder noch

v^eniger.

(vgl. Tabelle Nr. 18 und Nr. 21).

Nr. 18.

D i a t 1 1 A. Zuckerhaltige Kost+NaHCOj (10 Ratten)

Vcrsuclisdauer

in

Tagcn

Harnmcngc

in

12

St.

pro

Rattc

in

cm*

pH Ausfullungszcit
dcrHydrazon-

fullung

in

Sck.

Ausscheidung pro Ratte in 12 St. in mg

KGS CS MS BTS
Ace-
ton
iny

OBS

J 2.80 8.3 4"—16" 14.93

n 2.20 7.6 1"—6" 15.93 —

f 3.50 8.4 5"—8" 12.98 _
n 2.40 8.4 5"—12" [

5.52
8.40|9B —

J 1.40 7.0 — 2.74 ^9 — —
n 0.80 7.6 — 3.63 — —

6 1.80 8.5 — ^9 2.70 2.44

7 2.80 8.5 — |l.78
7.47 0.52 0.40 — —

8 1.85 8.6 — 2.64 — — —
9 3.80 8.5 — 5.39 9.03B^9 4.56 2.10

10 3.10 8.5 — — 13.82B191 2.56 3.16

os; 12 g/1 Kg Korpergewicht (30 %-L6sung.)

Ill 3.90 5" >60" 0.18 1.85 2.57 0.67 1.25*
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Anschliessend wurden 13 neue Ratte auf die Diat II gesetzt.

Die erste Harnuntersuchung wurde am dritten Tage vorgenom-

men. Die Resultate der Bestimmungen sind in der Tabelle Nr. 18

auf der linken Seite zusammengestellt, sowie auch die Durcli-

schnittswerte in der Dbersichtstabelle Nr. 21.

Aus den erhaltencn Ergebnissen geht hervor, dass die Harn-
zusammensetzung der Ratten auf Diat II im Grossen und Ganzen
die Gleiche ist wie bei den Versuchstieren auf gemiscliter Kost.

Die Durchschnittswerte scheinen alle, mit Ausnahme des BTS-
Wertes etwas holier zu liegen, da aber nur verlialtnismassig wenige

Harnanalysen stattfanden (der Harn wurde 7 Tage lang unter-

sucht), kann diesem Unterschied keine grossere Bedeutung zuge-

sprochen werden.

Das Harn-pH ist sowohl bei Diat I als auch bei Diat II etwas

unter 6, die Durchschnittszahl fiir Diat I betragt 5.9, fiir Diat II

5.8. — Auch die 12-stundige durchschnittliche Diurese war hei

beiden Kostformen ziemlich die Gleiche.

Um den Einfluss von Zucker auf die Ausschcidung der hier

behandelten Verbindungen noch eingehender zu priifen, wurdeu

auch mehrere Belastungsversuche mit Glucose ausgefiihrt.

In diesem Zusammenhange sei kurz auf die liicrbei venvendete Technik

eingegangen. Alle in dieser Arbeit an Ratten vorgenommenen Belaslungs-

versuchc wurden derart ausgefiihrt, dass den Ratten die Substanz in

moglichst grosser Fliissigkeitsmenge mittels eines diinnen JIagenschlauchs-

direkt in den Ventrikel gespritzt wurde. Alle Belastungen bei Ratten

sind also ausnahmslos per os vorgenommen worden.

Was die zu verabreichende Fliissigkeitsmenge anbetrifft, kann man

einer Ratte von 200 g leicht 10—12 cm® einspritzen, aber auch 15 cm®^

werden noch gut vertragen. Grossere Ratten kdnnen entsprechend noch

mehr erhalten.

Bei einiger tlbung gelingt die Magensondierung sehr leicht. Am vor-

teilhaftesten halt eine Person die Ratte in Riickenlage, den Kopf nach

hinten gestreckt, wahrend ein Anderer den diinnen Schlauch, geschiitzt

durch eine dunne Holzleiste, moglichst tief in den Oesophagus einfiihrt und

die Fliissigkeit mit einer gewohnlichen Spritze einspritzt. Um die Sondie-

rung zu erleichtern kann der Gummischlauch in etwas fliissiges Paraffin

getaucht werden.

Bei richtiger Technik vnirde ein Ubergeben der eingespritzten Ldsung

bei den Ratten nie beobachtet.

Am 10. Versuchstage wurden die Ratten auf Diat II abends

vor der Harnsammlung mit 12 g Glucose pro kg Korpergewicht

belastet. Die Glucose wurde in 30 % Ldsung verabreicht, sodass
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eine Ratte von 250 g beispielsweise 10 cm^ Fliissigkeit erhielt

(entsprechend 3 g Glucose). Das Gewicht det Ratten schwankte
zmschen 190 bis 350 g, durchschnittlich 260 g. Nach der Belastung
wurde wie bisher der Nachturin von 12 St. gesammelt.

Nach dieser starken Zuckerbelastung trat bei den Ratten starke

Glucosurie ein, wahrend der AK-Gehalt des Hams nicht verandert

wurde. Die Diurese stieg etwas, aber nicht soviel als nach Verab-
reichung der grossen Flussigkeitsmenge zu erwarten gewesen ware.

Das Harn-pH ging auf 6.8.— Die Ausscheidung der CS- und KGS
schien nicht beeinflusst zu werden, dagegen waren der MS- und
BTS-Wert ein wenig erhoht (vgl. Tabelle Nr. 18). —

Zur weiteren Untersuchung der Wirkung von Glucoseverab-

reichung auf die Harnzusammensetzung wurden noch einige

Belastungsversuche mit steigenden Zuckermengen vorgenommen.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle Nr. 22 zusammengesteUt. Es

wurde mit 5, 8, 12 und 15 g Glucose pro kg Korpergewicht be-

lastet. Wie bei den weiter unten zu beschreibenden Belastungs-

versuchen wurde auch nach dieser oralen Verabreichung von

Zucker der Harn von 24 Stunden gesammelt.

Bei alien derarligen Belastungsversuchen land die Belastung friih

morgens statt und der Harn wurde bis zum folgenden Morgen gesammelt.

Trinkwasser erhielten die Ratten wahrend der 24 Stunden nicht, jedoch

wurde den Tieren zur Vermeidung des Hungers einige Scheiben Kohl-

riibe in den Glastrichter gegeben.

Wie aus der Tabelle Nr. 22 hervorgeht, "wurde Glucosurie erst

nach Verabreichung von 12 bzw. 15 g Glucose pro kg Korperge-

wicht beobachtet. Die Belastung mit Traubenzucker hatte dage-

gen keinen Einfluss auf die Ausscheidung der AK; auch die CS-

Ausscheidung war bei alien 4 Versuchen nicht verandert. Dagegen

schien die Ausscheidung von KGS leicht erhoht zu sein, obwohl

die qualitative Hydrazonprobe in alien Versuchen negativ war.

Es muss aber bemerkt werden, dass die KGS-Bestimmungen in

sehr kleinen Harnmengen ausgefiihrt werden mussten, sodass die

Werte eventuell etwas zu gross sein diirften.

Bei den Harnuntersuchungen von Ratten auf zuckerreicher Kost

und nach Belastung mit Glucose konnten also keine deutlichen Ver-

dnderungcn in der Ausscheidung der KGS, CS, BTS, MS und der

AK beobachtet werden, im Vergleich zu der Ausscheidung bei Ratten

auf gemischter Kost.
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C. Eiweissreicbc Kost: Dial 111. (Tabelle

Tabelle

D i a t III. Eiwcissrciclic Kost (15 Ratten)

Vcrsuclisdauer

in

Tagen

Harnmenge

in

12

St.

pro

Ratte

in

cm^

pH AusfallungszcitdcrHydrazon-

falliing

in

Sek.

Ausscheidung in 12 St. pro Ratte in mg

KGS cs MS BTS
Ace-
ton
in y

OBS

5.40 5.9 >60"
1 m 16.74 0,40

3. 3.60 5.9 35">60" m — — 16.40 0.40

3.40 6:5 >60" mm 0.76 — — — B
4

5.00 6.1 >60" 0.05 — — 12.00

11
3.70 6.0 >60" J 0.06 — — 8,14

5.20 6.0 —
1
- 0.07 — — 15.34 0.26

5- 7.60 6.0 — 0.29 — — 15,20 0,39

12.00 — —
1

— — — B
6 5.13 — — 0.17 — — — BB
7 6.50 6.0 >60" — — — B9B
8 5.53 6.0 >60"

1

— — — BB
9 6.40 — — — 1.46 1.84 B

10 7.67
—

'

—
1 2.10 1.54 B

11 6.80 — — — Wm 1.53 1.91 12.01 0.39

Auf der eiweissreichen Diat wurden 15 Ratten gehalten. Die

Harnuntersuchungen wurden am 3. Tage begonnen und 9 Tage

fortgesetzt, — Die auffalligste Verandcrung bei der Kaseinkost

war die starke Zunahme der Diurese. In 12 Stunden schieden die

Ratten durchschnittlich ca. 6 cm^ aus gegen ca. 2 cm® bei gemisch-

ter Kost. Auch das Harn-pH schien bei dieser Kost etwas hoher

zu liegen, im Durchschnitt pH 6. Trotz der starken Zunahme der

Diurese zeigte sich die Ausscheidung der KGS eher etwas vermin-

dert gegeniiber den Versuchen mit Diat I. Auffallend war aber

besonders die Abnahme der CS-Ausscheidung; der Durclischnitts-

wert betrug weniger als 0.2 mg. Dies ist umso bemerkenswerter
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Ni*. 19 und Obersichtstabelle Nr. 21).

Nr. 19.

D i a t III A. Eiweissreiche Kost + NaHCOj (12 Ratten)

c W a'

p «

Hg-

p )-k
r* O
rH to
<3 3
s- ££ 3 pH

SWg Ausscheidung pro Ratte in 12 St. in mg

era c,
2 »
!=’ C

o
-I

O Ip ^
o ”

r/5 N VI

« <3 N
£4 3 O
r . ?;•

KGS CS MS BTS
Ace-
ton
iny

OBS

3
3.83 7.1

1
3.50 10.53 0.97

1 2.83 6.9
>1.21

2.51 — — 10.14 0.72

4
4.67 7.4 25"—45" 7.94 — — 11.68 2.65

n 4.67 7.5 J 6.42 — — 14.24 1.77

sJ
4.17 7.2

|l.87
6.88 — — 13.55 1.57

n 3.83 7.2 7.86 — — 13.98 2.10

6
5.33 — 3.71 — — — —

1 4.00 — 2.72 — — — —
4.50 7.6 2.92 — — — —

\ 4.40 7.7 25"—45" 1.86 — — — —
8 3.10 7.5 30"—50" 7.75 — — 4.44 1.13

9 4.20 — — •3.15 — 1.65 0.05 — —
10 5.70 — — 8.55 6.16(?) 2.34(?) — —
11 7.00 — — — 3.68 1.41 0.75 12.60 1.01

als der Harn-pH eher eine leichte Erhohung zeigte, welches zu

einer Mehrausscheidung von CS fiihren soUte.

Bei der Eiweisskost warden andererseits ziemUch hohe MS-

und BTS-Werte gefunden, indent die Ausscheidung beider Sauren

liber 1.5 mg in 12 St. lag. Vielleicht ist dies dutch eine starke

Desaminietung von Aminosauren, also einem Ubergang von Ei-

weissbaustoffen in Zwischenprodukte des Zuckerstoffwechsels

zu erklaten. Auch die Aceton-Werte waren bei der Eiweisskost hoher

als bei den anderen Kostformen. Der Durchschnittswert betrug

mehr als 13 y gegeniiber ca. 4y normal. In den OBS-Werten war

dagegen keine deutliche Veranderung zu beobachten.
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D. Fetircidw Host: Dial JV. (Tabelle

Tabclic

D i A l IV, I'rttrclclu; Kost (15 Rntlcn)

< 'Tj “ M r: Cl.

ST
^ kM

^ 3
pll

— tr
S M
S ^
cf? *< S

Aufischcliliinf, pro Haltc In 12 St, in rng

cn 2c s r* o Kga
w :n
:z ^ o
u C

C/5 N v

• *

KGS cs B nxs

Bin
ODS

2.00 5.0 >0O-' „ 0.31

n 1,70 0.8 >00" — 0.27 — — __

1.20 \
1 0.11 —

-

1.20
>0.0

0.11 — — —
5.7

0.2

— 0.13

0,30 I 1
^.. .

jl.58 jo.io

/ 1.17 — — — — 0.51 0,11 — —
s 1.50 — — — — 0.12 0.11 — __

0 1.-13 0.1 bA 0.17 — — 1.72 0,20

10 l.Gl •— — B — __ B __

11 1.00 — — 0.00 _ B _

12 1.85 __ — — — „

13 2.M __ —
jo.os

M 1.50 0.1 — 0.10 __ — •1.70 —
15 1.71 0.8 >00" — 0.18 — __ — 0.17

Als letzlcs Kostgcmisch wiirdc sclilicsslich dor Einfluss fett-

reichcr Nahrung auf die Harazusammonsclzung untcrsuclit. Auch

zu dicsem Vcrsuch wurden 15 Rallcn verwendet; die Harnunter-

suchungen warden am d. Tag begonnen und 12 Tage lang fort-

gesetzt. — Bci dicser Dial war die Diurese normal, das Harn-pH

scliien clwas nach der alkalischcn Seile bin vcrschobcn zu scin,

indem der Durclischnitlswcrt 6.2 bclrug. Dessen ungeaebtet war

aber die CS-Ausscheidung cbenso klcin wie bci dor eiwoissreichen

Kost.

Auch die KGS-, MS-, BTS- und AK-\Verlc waren liei dicser Dial

am kleinsten. Die Acclonwerte schienen also verminderl zu sein,

obwohl man thcorclisch bei der extremen Fctlkost eher cine leichtc

Zunahme der AK-Ausscheidung liatlc erwarten konnen.

Zitsammcnfasscnd kann iiber diese Hornunlcrsiichnngen bci ver-
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Nr. 20 und tlbersichtstabelle Nr. 21).

Nr. 20.

Dial IV A. Fettreiche Kost+NaHCOj (12 Ratten)

Vcrsuclisdauer

in

Tagen

Harnmenge

in

12

St.

pro

Ratte

in

cm®

pH Ausfallungszeit

dcr

Hydrazon-

fullung

in

Sck.

Ausscheidung pro Ratte in 12 St. in mg

KGS CS MS BTS
Ace-
ton

in y

OBS

4 !
1.33 7.6 5"—12" _ 4.24

n 1.17 8.4 10"—20" — 3.18 — — — —
i 1.67 8.4 6.26 Hi

3.33 7.6 — — 8.41 — — j5.17

ri
7.6 — — 11.50 — — 9.53 0.92

3.33 7.7 — — 9.71 — — 5.88 3.12

7 2.18 — — — — 0.46 — —
8 4.18 8.0 — 7.95 — 1.24 — —
9 3.45 8.2 3"—7" 8.15 16.96 — — 4.31 0.65

2.17 — — 5.10 — — — — —
mm 3.60 — — 6.72 — — — — —

11 5.83 8.4 — 10.84 — — — — —
10 /

6.40 — — 15.41 — — — — —
12

1 2.66 — — 6.09 — — — — —
4.60 — — 12.09 — — — —

13

1

4.00 — — 7.11 — — — — —
14 3.63 8.4 — 8.82 16.64 — — —
15 2.36 8.1 bJb — 10.42 — — 10.27 4.18

Tabelle Nr. 21.

Vbersichtstabelle. Durchschnittswerle der Tabellen Nr. 1>, 15, 19 und 20.

Diat
Harnmenge in

12 St. pro

Ratte in cm®
pH

Ausscheidung pro Ratte in 12 St. in mg

KGS CS MS BTS
BBi

OBS

I 1.95 5.9 0.31 0.40 0.28 — —
II 1.53 5.8 0.47 0.61 0.03 3.93

III 5.89 6.0 0.26 0.19 1.69 1.77 13.69 0.35

IV 1.62 6.2 0.07 0.19 0.47 0.11 3.70 0.18

I A 2.87 8.2 3.73 10.24 0.50 0.19 —
II A 2.41 8.2 3.83 9.88 0.52 0.40 3.27 2.57

III A 4.45 7.4 2.49 6.12 1.53 0.40 11.40 1.49

IV A 3.27 8.0 8.83 9.70 0.85 0.20 7.03 1.88

6
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schiedenen Koslgemischen gesagl werden, dass die Nahrung bei

Ratten nur cinen sehr geringcn Einfluss auf die Amscheidung der

KGS, CS, MS, BTS und der AK hat. Bei der Fett- and Emeiss-
reichen Host scheint die Ausscheidung der KGS und CS vermindert

zu sein. Bei der Eiweiss-rcichen Host Iriti ausser einer starken Zu-
nahme der Diurese eine deutliche Vermehrung der MS-, BTS- und
Aceion-Ausscheidung ein.

Tabelle Nr. 22.

Belastungsvcrsuchc mit Glucose bei Ratten.

Vcrabreichtc
Menge pro

1 kg Korper-
gcwicht

N

r* F-

OI

C

tn
t

Harnmcngc

in

24

St.

pro

Raltc

in

cm’

Qualitative

Proben

Ausfullungszeit

der

Hj'drazon-

fallung

in

Sck.

Ausscheidung in 24 St.

pro Ratte in mg

Lange
Gcrh. Zuckcr KGS CS

Ace-

ton

in y

OBS

5 g (30 cm=’) 4 5.5 HHH 0 2.54 M B
8 g (30 cm!*) 5 5.0 — HH 0 1.06 — H

12 g (40 cm’) 5 9.6 + H 38.4 1.28 m 1 1G.3 0.30

15 g (40 cm’) 5 5.4 + HH >60" 151.2 2.00 8,1 0.16

1 Das Durchschniltsgewicht der Vcrsuchsrattcn bctruglVO g und schwanktc

zwischen 100—245 g.

2. Der Einfluss des Hungrers.

Im Anschluss an die XJntersuchungen iiber den Einfluss ver-

schiedener Nahrungsgemische auf die Harnzusammensetzung war

es von Interesse den Harn bei absolutem Hunger der Tiere zu

untersuchen.

Derartige Versuclie liessen sich leicht mit Ratten anstellen. Es ^sairden

2 Serien zu je 15 Ratten untersucht. Jede Serie ^^^l^de in drei Kafige mit

je fiinf Ratten geteilt. In jeden Kafig kamen Ratten moglichst gleicher

Grosse, um ein Auffressen der kleinere Tiere durch die Starkeren zu ver-

meiden. Vor Beginn des absoluten Hungers wurden die Tiere 4—7 Tage

auf der gemischten Kost (Diat I) gehalten. Der Harn ^\^lrde, wie in den

vorhergehenden Versuchen, nachts gesammelt (12 St.), wahrend die Tiere

tagsuber in gewohnlichen Kafigen waren. Der Harn von drei Kafigen

\vurde vereint und gemeinsam untersucht. Der absolute Hunger begann

mit dem Tage 0, von dem an die Tiere nur noch Wasser erbielten.

Die Tiere eines jeden Kafigs wurden so lange auf Hunger gehalten bis

eine von den fiinf Ratten starb oder von den anderen gefressen wurde.

Bei Serie I konnten alle Tiere 3 Tage lang und 10 Tiere 6 Tage lang auf
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Inanition gehalten -vverden. Bei Serie II hielten alle Tiere es ebenfalls drei

Tage lang aus, 10 Tiere noch einen Tag langer. Wahrend des Hungers
wurde der 12-Stundenharn von jeder Nacht untersucht. Ferner ivurde

der Harn auch vor Beginn des Hungers und andererseits nach Abschluss
des Hungers untersucht.

Tabelle Nr. 23.

Hungerratien-Serie I {absoluter Hunger, 15 Tiere).

Versuchstag

'

Harnmcngc

in

12

St.

pro

Ratte

in

cm®

Harn
pH

— 2c— tn

3 Kb
>< —

_ c. 5

Ausscheidung in 12 St.

pro Ratte
in mg

" sa oa
Wg N
2. S C
r r p;

KGS cs
Aceton
in y

OBS

2 T. vor Beginn 2.13
|o.69

1 T. » » 2.13 5.9 — — —
0 T. . . 3.06 5.9 — 0.45 5.59 0.16

1 T. nach Beginn 1.13 6.0 — 1.24 19.44

2 T. • . 1.17 6.0 — 1.23 21.06

3 T. . » 1.00 6.0 25">60" — 0.39 22.50 0.30

4 T. » * s 2.40 6.1
1

2.04 25.20 0.48

5 T. . . 2.80 6.1 >0.76 1.10 8.87

6 T. . » s 3.60 6.0 —
1 0.32 18.90

7 T. nach Nah-

6.75 6.2 60" 0.84 7.59 0.23

1 Die Ratten wurden zu je fDnf StQck in drei getrennten Kafigen gehalten.

Vor dem Versuch erhiclten die Tiere ca. 1 "Woche lang Grundkost I (vgl. Tabelle

Nr. 16). Am Tage 0 wurde alle Kost weggenommen, dagegen konnten die Tiere,

wie bisher, beliebig viel Wasser trinken.

* Vom 4. Tage an wurdcn nur noch 10 Ratten (in 2 Kafigen) untersucht,

da in dem dritten Kafig elne Ratte gestorben und von den anderen verzehrt

worden war. - . , o
® Der Versuch wurde abgebrochen, nachdem in jedem Kafig eine Ratte

gestorben war.

Die Resultate sind in der Tabelle Nr. 23 (Serie I) und Tabelle

Nr. 24 (Serie II) zusammengefasst. Die Gewichtsabnahme der

Ratten wahrend der Versuchsdauer war sehr gross: meist nahmen

die Tiere um mehr als ein Drittel ihres Korpergewichts ab, ehe sie

an Inanition zu Grunde gingen oder der Versuch wegen Auffressens

einer Ratte durch die anderen abgebrochen werden musste.

Im Allgemeinen wird in der Literatur der Standpunkt ver-

treten, dass es im tierischen und menschlichen Organismus bei

protrahiertem Hunger zu einer Art Acidose kommt, bedingt durch
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Tabelle Nr. 24

Hungerratten-Scrie JI {absolutcr Hunger, 15 Tiere],

Versuchstag >

Harnmcngc
in 12 St. pro

Ausscheidung in 12 St.

Ratte
in mg. pro

Ratte in cm^
CS MS BTS

0 T. vor Beginn .

.

2.20 0.48 0.53 0.22

1 T. nach Beginn .

.

0.60 0.41 — —
3 T. » » 1.33 0.68 0.00

4 T. » » s 1.90 0.30 0.09

4 T. nach Nahrungs-

aufnahmc 1.60 0.25 — —
1 Vcrsuchsanordnung wie in Scric I.

- Am 4. T. waren nur noch 10 Ratten auf absolutem Hunger. In dem dritten

Kaflg -war eine Ratte gefressen worden.

eine Ansammlung von AK im Blut und in den Geweben. Langeres

Fasten soil also zu ciner Stdrung in der Verbrennung der Acet-

essigsaure und OBS fiihren, genau vie bei der Zuckerkrankheit,

ohne dass aber ’Veranderungen im Zuckerumsatz vorliegen. So

ist beispielsweise bekannt, dass beim Menschen schon nach einigen

Stunden Fasten die Lange’sche Probe auf Acetessigsaure bzw.

Aceton im Harn positiv ausfallen kann. Im Zusammenhang mit

den Inanitionsversuchen schien es daher vor allem wichtig die

AK-Ausscheidung wahrend der ganzen Versuchszeit zu verfolgen,

umsomehr als ich derartige Versuche nicht im Schriftum gefunden

babe.

Andererseits war es von Interesse die CS-Ausscheidung wahrend

des Versuches zu verfolgen, da nach den Befunden von Ostberg

(1931) bei acidotischen Zustanden, vor allem bei Diabetes mit

Acidoseneigung, die CS-Konzentration des Hams sinkt, oft bis

auf kaum nachweisbare Spuren der Saure. Audi Krusius und

Vesa (1939) konstatierten bei einigen Fallen von unkompensierter

Diabetes sehr kleine CS-Werte. — Was die KGS-Ausscheidung bei

Inanition anbetrifft, so schien es wahrscheinlich dass sie, wie in

den Versuchen der folgenden Kapitel, in grossen Zugen der CS-

Ausscheidung paralell verliefe.

Bei der Hungerserie I (vgl. Tabelle Nr. 23) wurde taglich aus-

ser dem Harn-pH und der Ausfallungszeit der Hydrazonfallung

CS, Aceton und OBS bestimmt; ausserdem wurden einige

kombinierte KGS-Bestimmungen ausgefiihrt. Bei der Serie II
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wurde ausser CS auch MS und BTS einige Male bestimmt (vgl

Tabelle Nr. 24).

Bei der Versuchsserie I ist eine leichte Zunahme der CS-Aus-
scheidung wahrend der ersten Hungertage zu verzeichnen. Sonder-
barer Weise wurde die grosste CS-Menge an dem Tage ausgeschie-

den, an wcichem der Harn die grosste Acetonkonzentration zeigte

(4. Hungertag). In der Serie II waren dagegen keine deutlich

erhohten CS-Werte festzustelJen. Jedoch kann auch von dieser

Serie gesagt werden, dass die CS-Ausscheidung nicht im geringsten

vermindert war, umsomehr als die Diurese bei Serie II sehr klein

war. — Auch das Harn-pH scheint bei den Hungertieren keine

Neigung zu haben saurer zu verden, v.-ie man es a priori annehmen
mochte. Im Gegenteil sind die pH-Werte eher etwas nach der

alkalischen Seite bin verschoben.

Trotz dieser Befunde lag aber bei den Hungertieren wenigstens

eine leichte Acidose vor, wie aus der Zunahme der Acetonausschei-

dung zu ersehen ist. Schon nach dem ersten Hungertage stieg

der Acetongehalt auf etvas das 4-fache des normalen Wertes und

nahm vahrend der folgenden 4 Tage stetig etwas zu, w'enn auch

verhaltnismassig wenig. Am 2. Hungertage w'ar die Probe von

Lange positiv, an den anderen Tagen wurde diese P»eaktion leider

nicht ausgefuhrt. Nach dem 5. Tage w'urden die Acetonwerte im

Harn, ebenso wie die CS-\Verte wieder kleiner. Offenbar erreichten

die Tiere allmahlich eine Art pvita minima-Zustand» mit moglichst

geringcr Verbrennung korpereigener Substanzen.

Trotz der deutlich erhohten Aceton-Werte war die OBS-Aus-

scheidung nur sehr unbedeutend vermehrt, ein Umstand der auch

dafur spricht, dass bei den Tieren keine starke Acidose, im Sinne

der Stoffwechselstorungen bei sch\verer Zuckerkrankheit, vorlag.

Die GERHAUDT'sehe Probe war w'ahrend des ganzen Versuchs negativ.

Was die MS- und BTS-Ausscheidung anbetrifft (vgl. Serie II,

Tabelle Nr. 25), scheint sie bei den Hungerratten abzunehmen.

Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass bei es bei langerem

Fasten zu einer Hemmung der Verbrennungsvorgange, also auch

der Gl^'colyse, kommt. Endlich muss noch erwahnt werden, dass in

der Ausscheidung der KGS keine sichere Veranderung zu konsta-

tieren war. Leider konnte w^egen der kleinen Diurese der Hunger-

tiere nur eine Bestimmung wahrend des Hungers ausgefuhrt w^er-

den und zw'ar aus dem Sammelharn des 4., 5. und 6. Hungertages.

Der erhaltene Wert w'ar eher etwas erhoht; es lag also, genau wie

bei der CS, trotz leichter Acidose keine verminderte Ausscheidung

vor. — In der Hungerserie I war die qualitative Flydrazonprobe
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einige Male leicht positiv; dies durfte durch die Zunahme der AK
im Harn zu erklaren sein. Bekanntlich reagiert sowohl das Aceton
als auch die Acetessigsaure mit Hydrazin genau wie andere Carbo-
nylverbindungen.

Zusammenfassend kann iiber die Hungerversuche gesagl werden,

dass es nach Idngerem Fasten bei den Ratten zu einer Zunahme der

Acetonausscheidung kommt. Die CS-Ausscheidung der Versuchs-

tiere scheint trotz dieser Acidose nicht vermindert zu sein, eher scheini

sie wdhrend der ersten Hungertage eiwas zuzunehmen.

Belasiung mit Aceton.

Im Anschluss an die Hungerversuche mag hier kurz fiber zwei

Belastungsversuche mit Aceton berichtet werden. Diese Versuche
wurden nicht vorgenommen um eine kfinsthche Acidose bei den
Ratten hervorzurufen — bekanntlich handelt es sich ja bei acido-

tischen Zustanden um eine Anhaufung von Acetessigsaure und
OBS — sondern um die Wirkung eines starken Zellgiftes auf die

Nieren und die Harnzusammensetzung zu untersuchen.

Das Aceton wurde in beiden Versuchen in Mengen von 8 g
pro kg Korpergewicht, gelost in 40 cm^ Wasser, den Ratten auf

gewohnliche Art per os verabreicht. Zu jedem Versuch wurden
vier Ratten verwendet. Bei beiden Versuchen gingen im Verlauf

von 24 Stunden 50 % der Ratten ein, wahrend die anderen Tiere

am Leben blieben. Die gegebene Menge kann also als maximale
Grenzdosis ffir Ratten angesehen werden.

Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle Nr. 23 verzeichnet.

Die Verabreichung des Acetons hatte keinen Einfluss auf das Harn-

volumen; dies dfirfte gegen eine starkere Schadigung der Nieren

Tabelle Nr. 25.

Belastungsversuche mit Aceton, 8.0 g pro kg Korpergewicht der Ratten.

[8 g Aceton gelost in 40 cm^ Wasser).

Zahl der
Ratten ^

Hammenge
in 24 St. pro
Ratte in cm®

Qualitative Proben
Ausscheidung in 24 St. in

mg pro Ratte

Nyl. Gerh. Lange KGS CS Aceton OBS

4*

4*

3.0

5.5 H +++
+ + + 11

^ Das Durchschnittsgewicht der Versuchsratten betrug 220 g und schwankte
zwischen 150—270 g.

* Von 4 Ratten starben im Verlauf des Versuchs (nach ca. 8—24 St.) 2 Stilck,

d. s. 50 %. Die Harnwerte sind bezogen auf alle 4 Tiere.



TIEKEXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE AUSSCHEID. USW. 37

spreclien. Die qualitative Proben auf Zucker (Nylander) waren,
wie zu erwarten stand, negativ. Auch die GERHARDx’sche Ferri-
chloridreaktion fiel negativ aus. Die LANCE’sche Ptobe war dagegen
stark positiv. Pro Ratte warden in 24 Stunden ca. 350 mg unver-
andertes Aceton wieder ausgeschieden, welches ungefahr 15—20 %
der verabreichten Menge entsprieht. Sonderbarer Weise warden
aber auch stark erhohte OBS-Werte gefunden. Ob dies wirklich

durch eine Bildung von AK aus dem verabreichten Aceton zu
erklaren ist, mag dahingestellt bleiben.

In der Ausscheidung der KGS und CS war bei diesen Versuchen
keine Veranderung zu konstatieren. —

3. Der Einfluss der Verabreichungf reichlicher

Alkalienmengfen.

Die W^irkung der tiberschwemmung des Organismus mit Alka-

lien auf die CS-Ausscheidung ist, wie in den vorhergehenden Ka-
piteln mehrfach hervorgchoben, ziemlich eingehend untersucht

worden, vor allem von Ostberg (1931). Auch in diesem Labora-

torium habcn Simola und Kosunen (1938) bei der Belastung von

Ratten mit Bicarbonat und Simola und Krusius (1939) bei ent-

sprechcnden Versuchen beim Menschen deutliche Zunahme der CS-

Ausscheidung konstaticrt.

tlber den Einfluss der »Alkalosis» auf die Ausscheidung der

andcrcn hier untersuchten Sauren liegen dagegen bisher wohl

keine Untersucliungen vor. In dieser Arbeit wurde die Wirkung

von Alkalien auf die Harnzusammensetzung auf zwei verschiedene

Arten untersucht; 1) durch Belastungsversuche mit steigenden

Alkalimengen und 2) durch Verabreichung von stark alkalischem

Futter wahrend langerer Zeit.

I. Belastungsversnche mit Alkalien.

Im Zusammenhang mit den in dem nachsten Kapitel berichte-

ten Belastungsversuchen warden zum Vergleich auch eine Reihe

von Belastungen mit steigenden Mengen Bicarbonat ausgefiihrt.

Diese Versuchc zeigen, wie die einmalige Verabreichung grosser

Mengen von Alkalien auf die Harnzusammensetzung wirkt, und

es muss folglich schon hier auf sie eingegangen werden.

Die Belastungen warden vor allem mit Natriumbicarbonat

ausgefiihrt und zwar in steigenden Mengen mit einem Natrium-

gehalt von 300, 600, 900, 1200, 1500 und 1800 mg Natrium pro kg
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Korpergewicht. ^ Diese Quantitaten warden in zwei verschiedenen

Versuchsserien Ratten von durschschnittlich etwa 200 g Gewicht

verabreicht. Ferner wurde auch ein Bclastungsversuch mit Soda,

in einer Menge von 900 mg Natrium pro kg Gewicht, ausgefiihrt.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen Nr, 26 und

27 enthalten.

Besprechung der Resultate:

TabeUe Nr. 26.

Belastungsversuchc bci Ratten mit Alkalien. ^ Serie I.

Verabrcichtc
Substanz in g

pro 1 kg Korper-
gewicht

(n'a

2* »
a ^
* 2.

C: 2-
w ^ a.

cn
”

Harnmengc

pro

Ratte

in

24

St.

in

cm’
Harn-pI-I Ausrallungszcit

dor

Hydrazon-

fallung

in

Sck.

Ausscheidung in 24 St.

pro Ratte in mg

KGS CS
Aceton
in y

DBS

NaHCOg 1.09G 300 8.5 7.8 15"—60" 7.7 34.4

. 2.192 600 12.5 8.5 10">60" 2.3 24.7 — —

. 3.288 900 12.5 — 8">60" 7.8 17.7 53.1 2.8

. 4,384 1200 — 0J00 8.3 24.5 29.4 0.9

. 5.480 1500 mm 8.4 4">60" O.G 0.8 — —
» 6.576 1800 5.75’ 8.6 15">60" 0.7 4.9 _ —

NagCOs 1.903 900 12.0 — 15">60" 3.5 16.1 39.6 1.9

i Bci alien Vcrsuchcn warden 4 Ratten verwendet, mit Ausnahmc des

Belastungsversuchs mit 1200 mg Natrium, zu wclchcm 5 Tiere benutzt ^^•ur-

den. — Das Durchschnittsgewicht der Ratten betrug 205 g; die cinzelnen Tiere

wogen zwischen 125—335 g. — Die verabrcichtc FlOssigkeltsmenge pro 1 kg

Korpergewicht betrug bci Belastung mit 300, GOO, 1500 und 1800 mg Natrium

(als NaHCOs) 50 cm’, bei den anderen Versuchen dagegen nur 30 cm’.
’ Bei Belastung mit 1500 bzw. 1800 mg Natrium pro 1 kg KSrpcrgewicht

starben alle Tiere im Verlauf von 4—8 St.— 5.5 g NaHCOj pro 1 kg Korper-

gewicht muss also als Dosis letalis bci Ratten angeschen ^Yerden.

In Serie I (TabeUe Nr. 26) erwiesen sicb Bicarbonatmengen,

1500 und 1800 mg Natrium pro 1 kg Gewicht entsprechend als stark

toxisch, in dem alle Versuchstiere nach einigen Stunden eingingen.

Der vor dem Tode gelassene Harn dieser Tiere enthielt Eiweiss

und war zwar stark alkalisch, eine erhohte KGS- und CS-Aus-

scheidung konnte aber nicht festgesteUt werden. Auch die Dosis 1200

mg Natrium entsprechend zeigte noch etwas Giftwirkung, Alle

1 Die Wahl gerade dieser Mengen erklSrt sich durch die Belastungsversuche

mit Natrium-aquivalenten Salzen verschiedener Sauren, Ober die welter unten

berichtet wird.
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Ratten schienen nach 24 Stunden ziemlich mitgenommen und von
der Serie II starb ein Tier von dreien. Der Ham enthielt geringe
Spuren von Eiweiss. — AIs sicher totliche Dosis fiir Ratten ist

also 5.5 g NaHCOg entsprechend 1500 mg Natrium pro 1 kg fest-

zusetzen.

Bei der Durchsicht der Ergebnisse der Harnuntersuchungen
ist die stark variierende Wirkung der Bicarbonatbelastung am auf-

falligsten. Bei alien Versuchen wurde der Harn deutlich alkalisch,

jedoch var die KGS- und CS-Ausscheidung nicht immer gleich-

massig erhdht.

In Serie I war eine sehr starke Alkaliwirkung, d. h. Zunahme
der KGS- und CS-Werte zu konstatieren. Sonderbarer Weise war
aber diesc Alkaliwirkung bei der Dosis von 300 mg Natrium pro

1 kg am grossten und nahm mit steigender Dosis deutlich, wenn
auch nicht ganz gleichmassig, ab.

Tabelle Nr. 27.

Bclastungsvcrsuchc bei Ratten mit Alkalien. ^ Serie II.

Verabreichte
Substanz in g

pro 1 kg Korper-
gcwicht

03 5 2
« o a

« rriS
“03 3 C"<“ Si;M (3

f 1
03 s; <3

Harnmcnge

pro

Rattc

in

24

St.

in

cm*

Harn-pH

Ausfullungszcit

der

Hydrazon-

fiiilung

in

Sck.

Ausscheidung in 24
St. pro Ratte in mg

KGS CS
Aceton

in y

NaHCOg 1.09G niH 8.0 >60" 1.1 1.5 51.1

» 2.192 HI 8.5 1.2 8.9 10.6

. 3.288 900 12.3 8.5 0.6 9.7 19.7

* 4.384 1200* 13.3 8.4 2.1 0.1 3.6

1 Bei alien Versuchen ivurden 3 Ratten verwendet. Das Durchschnitts-

gevricht der Tierc bctrug 217 g; die cinzelnen Tiere wogen zwischen 150—320

g. — Die verabreichte FlQssigkeitsmengc betrug bei alien Versuchen 50 cm®

pro 1 kg Korpcrgewicht. — In alien Harnproben war die Albumin-Koch-

probc sdiwach positiv.

* Bei Bclastung mit 1200 mg Natrium pro 1 kg Gewicht starb eine der

Ratten nach etwa 10 St.

In Serie II war dagegen die Zunahme der KGS- und CS-Aus-

scheidung nur sehr gering, obgleich die Diurese stark vermehrt

war und der Harn alkalisch reagierte. Die deutlichste Alkali-

wirkung war hier nach Belastung mit 600 bzw. 900 mg Natrium pro

1 kg zu beobachten, wahrend die Dosis von 1200 mg Natrium zu

einer pathologisch kleinen CS-Ausscheidung fuhrte.

AIs Erklarung fiir diese paradoxale Wirkung ware ich geneigt
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eine toxisclie Wirkung cler starken Bicarbonatlosungen auf die

Ratten anzunehmen. Die stark alkalisch reagierenden Bicarbonat-

losungen miissen schon auf die Schleimhaut des Magen-Darmkanals
eine stark atzende Wirkung ausiiben. Hierdurch ist sicherlich die

schlechte Vertraglichkeit der Ldsungen im Vergleich zu den im
Folgenden zu beschreibenden Futterungsversuchen mit alkalischer

Kost zu erklaren. Bei den letzteren durfte es zu keinen starkeren

Schleimhautlasionen gekommen sein, obwohl die Tiere diese

alkalische Kost wahrend mehrerer Wochen erhielten, da das Bicar-

bonat nicht in geloster bzw. ionisierter Form verabreichtwurdeund

dasselbe bei der allmahlichen Ldsung durch die Verdauungssafte

wenigstens teilweise durch die Magensalzsaure neutralisiert wer-

den durfte.

Fiir die Annahme einer toxischen Wirkung spricht ferner auch

der Nachweis geringer Mengen Albumin in beinahe alien

Harnproben, we auch die Tatsache, dass die kleinsten Bicarbonat-

mengen (wenigstens in einem Versuch) die deutlichste Alkali-

wirkung zeigten.

Zusammenfassend ist iiber die Belasiungsvcrsuche mit Bicarbonat

zu sagen, dass die einmalige Verabreichung von nicht toxisch wir-

kenden Mengen meist zu einer starken Ziinahme der KGS- und

CS-Ausscheidung fiihrt, die in einzelnen Versuchen grosser sein

kann als wie bei der Verfutterung von alkalischer Kost. (vgl. folgendes

Kapitel).

II. Verfutterung von Bicarbonat mit der Kost.

Um den Einfluss stark alkalischen Futters wahrend langerer

Zeit eingehender zu beobachten, warden gleichzeitig mit den

Versuchen mit verschiedenen Kostgemischen (vgl. Kapitel III, 1)

Paralellversuche unter Zusatz von Natriumbicarbonat zu den 4

Kostgemischen ausgefiihrt. Die Zusammensetzung der einzelnen

alkalisierten Diate geht aus der Tabelle Nr. 16 hervor.

Es warden genau wie bei den Versuchen mit den normalen

Kostgemischen folgende 4 Alkalidiate verwendet: Gemischte Kost

mit 7.5 % Bicarbonat (Diat I A), zuckerhaltige Kost mit 6.5 %
Bicarbonat (Diat II A) eiweissreiche Kost mit 7.5 % Bicarbonat

1 Bedingt durch einen Rechenfehler, der anfangs Qbersehen uuirde, enthielt

Diat II A niu- 6.5 % Bicarbonat gegenQber 7.5 % bei den anderen Versuchen.

Dieser Unterschied diirfte aber bei der langdauernden Verabreichung der alka-

lischen Kost keinen grosseren Einfluss auf die Ergebnisse haben, sodass die

Hamuntersuchungen bei den verschiedenen Experimenten gut miteinander

verglichen -werden konnen.
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(Diat III A) und fettreiche Kost mit 7.5 % Bicarbonat (Dial
IV A).

Da diese Versuche mit alkalischer Kost gleichzeitig mit den
Versuchen vorgenommen wurden, bei denen die Ratten auf den
entsprechenden normalen Kostgemischen waren, sind die Ergeb-
nisse der Harnbestimmungen zur Erieichterung des Vergleichs

mit den Normahverten in denselben Tabellen auf der rechten Halb-
seite zusammengestellt (vgl.Tab. Nr. 17 gemischte Kost, Nr. 18

zuckerlialtige Kost, Nr. 19 eiweissreiche Kost und Nr. 20 fett-

reiche Kost). Ebenso sind in der Dbersichtstabelle Nr. 21 die

Durchschnittswerte der Harnanalysen nach Verfutterung der alka-

lischen Kostgemische angefiihrt.

Die Versuchsmethodik war im tibrigen die gleiche, Avie bei den Unter-

suchungen in Kapitel III, 1. Fiir die Versuche mit jeder Alkalidiat ^vu^den

10 Ratten verwendet. Die Tiere frassen die alkalische Kost im Allgemei-

nen nach kurzer Gewohnung gern. Auffallig war, dass die Tiere viel mehr
Wasser tranken als die Normalratten.

Im Grossen und Ganzen vertrugen die Ratten die alkalische Kost

relativ gut. Zugrunde ging wahrend der Versuche kein einziges Tier.

Dagegen war nach einiger Zeit eine Gewdchtsabnahme der Tiere festzu-

stellen. Einige Ratten schienen auch Diarrhoe zu haben.

Bcsprcchung der Resultate.

A. Gemischlc Kost mit 7.5 % NaHCO^ (Diat I A; vgl. Tabelle

Nr. 17 und 21).

Beim Vergleich der Harnuntersuchungen mit den entsprechen-

den Normaluntcrsuchungen muss festgestellt werden, dass die

Diurese der Alkaliratten deutlich vermehrt war, durchschnitt-

lich urn etwa 1 cm^ pro Ratte in 12 St. Das Harn-pH war wahrend

der ganzen Versuchsdauer stark alkalisch, durchschnittlich 8.2.

— Am meisten fiel aber auf, dass die Hydrazonprobe, die im Normal-

barn immer negativ ausfallt, stets positiv war. Die Ausfallungs-

zeiten der Hydrazonfallung waren beinahe ebenso klein, wie die

von SiMOLA (1936, 1939) bei B-avitaminotischen Ratten beobach-

teten. Dementsprechend wurden auch immer deutlich erhohte

KGS-Werte im Harn gefunden. An einigen Tagen stieg die KGS-

Ausscheidung pro Ratte in 12 St. fiber 5 mg. Die durchschnitt-

liche KGS-Ausscheidung betrug wahrend des Versuchs etwa 3.75

mg pro Ratte in 12 St., welches einer ungefahr 10-fachen Steige-

rung des Normalwertes entspricht.

Wie zu erwarten stand, stieg die CS-Ausscheidung wahrend des

Versuchs stark an. Die durchschnittliche Ausscheidung pro Ratte
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Die Wirkung der eiweissreichen Alkalikost unterscheidet sich

etwas von den librigen alkalischen Diaten. Seltsamerweise wird
die Starke Diurese der Tiere auf der kaseinreichen Kost durch den
Alkalizusatz deutlich vermindert.. Dies scheint darauf hinzudeu-
ten, dass das Bicarbonat die Wirkung der Eiweisskost teilweise

aufhebt. Hierdurch liesse sich auch erklaren, dass der Harn bei

dieser Dial langst nicht so alkalisch wird. Der Durchschnitts-pH-
Wert betrug nur 7.4.

Sowohl die KGS- als auch die CS-Ausscheidung sind bei dieser

Alkalidiat weniger stark erhoht als bei Diat I A und II A. Diese

Tatsache scheint mit dem weniger alkalischen Harn-pH der Ratten
auf dieser Kost in Zusammenhang zu stehen. Bei genauerer Be-

trachtung der einzelnen Werte in Tabelle Nr. 19 ist auch augen-

fallig, dass kleinere pH-Werte immer von einer geringeren CS-

und KGS-Ausscheidung begleitet sind.

Die erhaltenen Ergebnisse stehen also gut im tibereinklang mit

der von Ostberg aufgestellten Theorie, dass die Grosse der CS-

Ausscheidung nur von Verschiebungen im Saure-Basen-Gleich-

gewicht des Organismus abhangig sei. Es scheint aber aus den

Versuchen auch hervorzugehen, dass ebenfalls die KGS-Ausschei-

dung im hohen Grade mit der Aufrechterhaltung dieses Gleich-

gewichts verbunden ist.

Die MS-, BTS- und Acetonwerte sind bei den Tieren auf Diat

III A ungcfahr gleicher Grossenordnung wie bei den. Vergleichs-

tieren auf Diat III. Durchschnittlich scheinen aber die Aceton-

werte etwas weniger erhoht zu sein als bei der einfachen eiweiss-

reichen Kost.

D. Feilrciche Kost mit 7.5 % NaHCO^ (Diat IV A; vgl. Tabelle

Nr. 20 und 21).

Bei der fettreichen Alkalikost ist der Harn deutlich alkalisch,

durchschnittlich betragt das pH etwa 8.0. Die CS-Ausscheidung

ist ungefahr ebenso gross wie bei Diat I A und II A. — Auffallig

ist dagegen, dass die KGS-Ausscheidung bei diesem alkalischen

Putter weitaus am grossten ist, durchschnittlich beinahe ebenso

gross wie die CS-Ausscheidung. Bei den anderen Alkalidiaten

betrug die KGS-Ausscheidung meist nur etwa ein Drittel der

CS-Ausscheidung. — An einigen Tagen wurden KGS-Werte bis

zu 15 mg pro Ratte in 12 St. gefunden.

Diese starke KGS-Ausscheidung lasst sich nicht ohne weiteres

durch die Saure-Basen-Gleichgewichtstheorie erklaren, da das

Harn-pH eher kleiner war als bei Diat I A und II A und die CS-
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Ausscheidung nicht grosser als bei den Ratten auf den anderen
alkalischen Kostgemischen. Eine spezifische Wirkung der fett-

reichen Kost scheint aber auch nicht in Frage zu kommen, da die

KGS-Werte bei den Vergleichstieren besonders klein waren.

Was die MS- und BTS-Werte bei den Tieren auf Diat IV A
anbetrifft, konnte keine Veranderung beobachtet werden. Dage-
gen waren die Acetonwerte etwas grosser als bei den Vergleichs-

tieren.

Zusammenfassend ist tiber die Fuilerimgsversuche mil alkalischen

Kostgemischen zu sagen, dass es bei den Ratten zu einer stark ver-

mehrten CS-und KGS-Ausscheidung kommi. Bei eiweissreicher Kost

isi die Alkaliwirkung am geringsten, wahrend sie bei gemischier Kost,

zuckerhaltiger Kost und feltreicher Kost ungefdhr gleich stark ist.

Jedoch fiihrl die Belastung mil einer extremen Menge Traubenzucker

zu einer siarken Abnahme der Alkaliwirkung. — Bei feltreicher

Alkalikost ist die KGS-Ausscheidung beinahe ebenso gross wie die

CS-Ausscheidung, wahrend sie bei den anderen alkalischen Kost-

gemischen nur etwa ein Drittel der letzteren ausmacht.

4. Belastuii8:sversuche mit neutralen Natriumsalzeu
verschiedener ofsTanischer Sauren.

In der Literaturubersicht wurde schon uber die friiher in diesem

Laboratorium vorgenommenen Belastungsversuche von Simola

(1937, 1938)^ berichtet. Im Zusammenhang mit dieser Arbeit

vnirden nun diese Untersuchungen fortgesetzt und auf eine grosse

Zahl von organischen Sauren ausgedehnt. t)ber einen Teil der zu

erst ausgefiihrten Experimente sind schon einige vorlaufige Mit-

teilungen erschienen (Simola und Krusius, 1938; Simola, Kru-

sius und Alapeuso, 1938; Simola und Kosunen, 1938).

A. Orientierende Belastungsversuche nebst KochsalzkontroU-

versuchen.

Die ersten einleitenden Belastungsversuche, mit denen bereits

im Fruhjahr 1937 begonnen wurde, wurden hauptsachlichst mit

BTS und MS ausgefiihrt. Anschliessend wurden dann aber auch

Belastungen mit anderen physiologischen Verbindungen vorge-

nommen, die in naher Beziehung zu dem Umsatz dieser Sauren

stehen. Von solchen Verbindungen kamen vor alien Dingen die

KGS, die CS und die Aceton-bildenden Sauren in Frage; ferner aber

^ Ein Teil der quantitativen Bestimmungen dieser Untersuchungen wurden
bereits von dem Verfasser mitbearbeitet.
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auch die im intermediaren Stoffwechsel -wichtigen C4-Dicarbon-
sauren, wie z. B. die Bernsteinsaure, Apfelsaure und Fumarsaure.

Ehe ich auf die Ergebnisse der Belastungsversuche eingehe,

muss ausser dem schon Angefuhrten noch einiges iiber die Methodik
gesagt werden.

Aus rein praktischen Griinden wurden die Belastungsratten nicht auf.

der gemischten Kost (Diat I) gehalten, sondem die Tiere erhielten das in

diesem Laboratorium gebrauchliche Putter der normalen Zuchtratten. ^

Zu diesem gehort vor allem eine Mehlspeise folgender Zusammensetzung:

Maismehl 68.5 %
Weizenkleie 21.0 %
Kasein 9.5 %
CaCOg 0.5 %
NaCl 0.5 %

Diese Mehlmischung ivird mit Wasser zu einem festen Brei angeriihrt.

Ferner erhieilen die Ratten taglich schwarzes trockenes Hartbrot (»Knacke-

brot»), ofters Milch, Mohrriiben, Kohlblatter oder Kohlriiben und ein-

mal ivochentlich gekochte Lunge.

Diese Kost hatte im Vergleich zu den Ratten auf Diat I keinen Einfluss

auf die Harnzusammensetzung, wie aus den Kontrollversuchen mit physio-

logischer Kochsalzlosung, auf die im Folgenden naher eingegangen wird,

hervorgeht.

Zur Ausschaltung jeglicher Fehlerquellen wurde der iiberwiegende Teil

der Ratten nur einmal belastet. Bei der grossen Zahl der Versuche kam
aber ein Teil der Tiere auch 2 oder dreimal zur Verwendung, Jedoch nie

fruher als nach einer wenigstens 2 wochentlichen Ruhepause.

Alle Ratlenbelaslungen isnirden peroral vorgenommen. Die Methodik

wurde schon oben beschriebenen. Zu den Harnuntersuchungen wurde

immer der Sammelharn von 24 St. benutzt.

Zu den ersten orientierenden Belastungen ^Yurden versuchsweise ver-

schiedene Mengen der Natriumsalze der oben envahnten Sauren venven-

det. Bei diesen Versuchen erhielten alle Ratten, unabhangig von ihrem

Gewicht, dieselbe Menge verabreicht. Jedoch -wurden, urn gleichmassige

und vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, zu den Versuchen moglichst

gleichgrosse Ratten benutzt. Das Durchschnittsgewicht der Tiere bei den

einzelnen Versuchen betrug meist etwa 200 g.

Neben den eigentlichen Belastungsversuchen -^vurden anfangs aucb

Kontrollversuche ausgefiihrt, bei welchen Ratten entsprechender Grosse

dieselbe Fliissigkeitsmenge in Form von physiologischer Kochsalzlosung

erhielten.

tjber die bei den Belastungsversuchen gebrauchten Verbindungen und

die Herstellung der Losungen muss noch folgendes angefiihrt werden:

J Dies war schon deswegen erlorderlich, weil die aus weitgehendst gerei-

nigten Nahrstoffen zusammengesetzte Dial I sehr teuer kam.
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Zu den Belastungen mit MS wurde 100 % siruposes Na-Laklat als Aus-

gangspraparat venvendet. — Zu den BTS-Belaslungsversuchen wurde
das Na-Pyruvat auf folgende Art und Weisp hergestellt: die 100 % BTS
wurde frisch im Vakuum redestilliert zur Entfernung aller Kondensations-

produkte. Der Destillalionsriickstand wurde meist zur Darstellung von
Brenztraubensaurealdol venvendet. Nach der Destination wurde die Jarb-

iose BTS in Alkohol geldst und mit gesattigter alkoholischer NaOH-
Losung unter Eiskiililung und fortwalirendem Umriiliren auf pH 7.0 neu-

tralisiert. Hiernach wnjrde die weisse Fallung unmittelbar mit der Nutsche

abgesaugt, wiederholt mit Alkohol gewaschen (bis der Alkohol nicht mehr
sauer reagierte gegen Methyirot) und zuletzt mit absoluten Alkohol nach-

gespiilt. Die Fallung wurde dann in Losclipapier im Exsiccator fiber KOH
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Zur Herstellung des Brenztraubensaurealdols vnirden grossere Mengen
Brenztraubensaure, die langere Zeit unter Einwirkung des Tageslichls

bei gewdhnlicher Temperatur gestanden batten und mehr Oder weniger

stark gelb gefarbt waren, im Vakuum destilliert. Der Destillationsruck-

stand wurde gemass den Vorschriften von Wolff (1901) und de Jong

(1901) im Vakuum fiber Schwefelsaure getrocknet, wobei sich ein Teil

des Aldols auskristallisiert und sich ein gelb-braunes Ol absetzt. Dieses

wird mit der Nutsche. scharf abgesaugt, wahrend die Kristalle getrocknet,

mit Benzol gewaschen und schliesslich aus einem Gemisch von Ather und

Benzol umkristallisiert werden. Das Ol kann noch zur Auskristallisierung

weiteren Aldols im Vakuum-Exsiccator aufbewahrt werden. Das reine

Aldol zeigte einen Schmelzpunkt von 115—117°, welches gut mit den An-

gaben in der Literatur ubereinstimmte. Bei der Neutralisation entsprach

der Alkaliverbrauch der theoretischen Menge, berechnet nach der von

DE Jong angegebenen Formel des Aldols.

Zur Erhaltung grosserer Mengen des Aldols wurde vor der Vakuum-

destillation, gemass der Vorschrift von de Jong, bisw'eilen zur Beschleuni-

gung der Polymerisation trockener ChlorAvasserstoff durch die BTS

geleitet.

Die KGS wmrde mir zu alien Versuchen von Prof. Simola zur Verfiigung

gestellt. Sie war auf dessen Veranlassung mit gewissen Modifika-

tionen nach den Angaben von Wislicenus und Wald.muller (1911)

und Blaise und Gault (1911) aus O.xalbernsteinsaureester syntheti-

siert Worden. — Das Praparat war gemass der titrimetrischen Bestim-

mung mit Cerisulfat etwa 80 %.
Die Acetessigsaure wurde durch Umsetzung des Methylesters bei nied-

riger Temperatur mit Natriumhydroxid und anschliessender Neutralisa-

tion mit Salzsaure some Einengung im Vakuum fiber Schwefelsaure ge-

"wonnen. ^ Da die Losung des Natriumsalzes der Acetessigsaure sehr schwach

war, musste die Belastung der Ratten in zwei getrennten Gaben erfolgen.

Die KGS, die Fumarsaure, Bernsteinsaure und Apfelsaure, ebenso wie

1 Die Herstellung der Natriumacetessigsaurelosung wurde von Phil- mag.

H. Alapeuso ausgefdhrt, woftlr ich ihr meinen besten Dank sagen mochte.
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der grossle Teil der anderen zu Belastungen verwendeten Verbindungen
A^airden als freie Sauren gewogen, in Wasser gelost und unter Eiskiihlung
vorsichtig mit NaOH neutralisiert, wonach mit Wasser bis zum berechne-
ten Volumen aufgefiillt werden mussle. Meist wurde zur Neutralisation

ein klein wenig melir gebraucht als wie theoretisch berechnet'war. Das
pH der Belastungsflussigkeiten war bei diesen Versuchen zwischen 6.5

—

7.0. — Einige andere Sauren A\-urden wiederum direkt als Natriumsalze
gewogen, wie z. B. die SIS, BTS, OBS, CS und mehrere in den spateren

Belastungsversuchen venvendete Sauren.

Besprcchiing der Ergebnissc der ersten Belastungsversuche:

Die Rcsultale sind in der Tabelle Nr. 28 zusammengestellt, in der die

Belastungsversuche auf der linken Halbseite, die Kochsalzkontrollen

dagegen aul der rechten Halbseite verzeichnet sind.

Bei den ersten Belastungsversuchen ^vurde das Hauptgewicht auf die

Untersuchung der BTS- und MS-Ausscheidung gelegt. Daneben ^^^lrden

aber auch schon cine ganze Reihe KGS- und CS-Bestimmungen vor-

genommen.

1. BTS- und MS-Belasiungen.

Bei den BTS-Belastungsversuchen wurden den Ratten Natrium-

pyruvatmengen entsprechend 420—^700 mg freier Saure verab-

reicht. Karczag (1917) hatte bei subcutaner Einspritzung gefun-

den, dass eine Dosis von 500 mg BTS bei Ratten von 150
—

^200 g

meist totlich wirkte. Bei den im Zusammenhang mit dieser Arbeit

vorgenommenen oralen Belastungen vertrugen die Tiere dagegen

bedeutend mehr; 800 mg BTS bzw. 1000 mg brenztraubensaures

Natrium erwes sich noch als gut vertragliche Dosis, wie aus den

weiter unten beschriebenen Versuchen hervorgeht.

Jm Gegensatz zu den friiheren Untersuchungen von Mayer

(1912) konnte in keinem Falle nach BTS-Belastung Glucosurie der

Tiere festgestellt werden. Dies gilt auch fiir die in den folgenden

Kapiteln beschriebenen Meerschweinchen- und Kaninchenver-

suche. Auch beim Menschen konnten Simola und Krusius (1939)

keine Zuckerausscheidung nach Belastung mit BTS feststellen.

Zu demselben negativen Ergebnis war, wie schon erwahnt, seiner-

zeit auch Karczag (1917) gekommen. Es liegt die Annahme nahe,

dass die von Mayer verwendeten Pyruvatpraparate verunreinigt

waren und dass die Zuckerausscheidung durch toxische Wirkung

derselben hervorgerufen wurde. —
7
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Tabelle

Orientierende

Vcrsuchsratten

Verabreichte
Vcrbindung ’ Verabreichte

Menge

in

mg

pro

Ratte

bercclinel

als

freie

Suure

Vcrabrcichtes

Flflssigkeils-

volumen

in

cm’

pro

Ratte

Zalil

dcr

Vcrsuchsratten

ro

^ ^ 3
rt •-« oSOS

o

Spez.

Gcwicht

dcs

Hams

- 2 >
£ ZS
ĉn V- St
a »

s n c
s s

c/5 g «2 52

BP
1

milchsaures-Na 700 3.5 4 10.5 30">60"

f 875 3.5 5 3.0 — 25"—60"

brenztraubensaures-Na. .

.

420 3.5 4 3.0 — 10"—20"

> 560 3.5 2 5.0 — 5"—20"
> 560 3.5 2 1.8 — 1"—10"
> 700 3.5 2 6.0 — c/'

5 —1/

700 3.5 2 4.0 — 3"—15"
700 3.5 3 9.0 — 4"—20"

* 700 3.5 4 9.3 — 4"—25"
534 4.0 9 8.8 1.040 2"—27"

a-ketoglutarsaures-Na. 700 3.5 5 11.5 1.040 4"—20"
> . « 1125 7,5 5 15.0 1.043 4"—45"

citronensaures-Na 652 3.5 6 8.5 6"—25"

> 838 7.5 5 7.0 1.040 2"—30"

556 4.0 r. 10 5 1.040 5"_27"

» 700 3.5 12.0 1.034 8"—30"

fumarsaures-Na 500 4.5 14.0 — 15"—45"

500 4.5 11.5 . 8"—25"

> 524 4.0 8 12.4 1.040 15"—38"

700 3.5 9.0 10"—25"

/5-oxybuttersaures-Na. 495 4.0 1 6,2 1.045 6"—35"

acetessigsaures-Na 142 18.0* H 11.3 1.013 >60"

1 MS, BTS, CS und OBS warden als Natriumsalze gewogen und in Wasser
gelost. Die librigen Verbindungen warden als freie Sauren gewogen, in Wasser

gelost und vorsichtig mit NaOH auf pH 6.5—7.0 neutralisiert.

* Die Acetessigsaure wurde durch Umsetzen des Methylesters gewonnen
und in 2 getrennten Dosen verabreicht: zu Beginn 63 mg in 8 cm’ und nach ca.

6 St. 79 mg in 10 cm’. Die Kontrollratten erhielten die entsprechenden Mengen
Kochsalzlosung.
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Nr. 28.

Belastungs- Versuche.

K 0 n t r 0 1 1 ratten 3

Ausscheidung pro Ratte
in 24 St. in mg

Zahl

der

Ratten

Harnmcnge

in

24

St.

pro

Ratte

in

cin^

Spez.

Gewicht

des

Hams

Ausfullungszeit

der

Hydrazon-

fgllung

in

Sek.

Ausscheidung pro Ratte
in 24 St. in mg

KGS CS MS BTS KGS CS MS BTS

3.70 15.33

— — 4.93 —
— 1.02 0.50 2 2.5 >60" — — —

— — 1.02 1.19 2 7.0 — >60" — — 1.65 1.34

— — 1.15 1.04

— — 2.05 11.09 3 4.7 — >60" — — 1.59 0.93

— — 1.37 5.48

— — 2.28 2.65 3 1.5 >60" — — — —
— — 2.06 2.53 3 4.7 >60" — — 2.61 0.79

4.9 17.3 7.04 8.59

» 2.94 0,92 2 0.5 — >60" — —
24.5 60.0 4.75 0,56

9.8 — 2.03 0.78

15.2 19.6 2.80 0.00

33.4 36.8 3,47 0.97 5 7.2 1.036 >60" —
— — 2.20 1.70

— 2.68 0.74

14.8 — 2.01 1.83

17.3 27.3 3.35 1.00 7 6.3 1.032 >60" 1.2 0.76 2.75 0.78

16.7 — 3.50 3.07

13.0 30.9 — — 8 2.5 1.059 >60" 0.3 0,44 — —
0.2 10.0 3.66 0.01 6 6.3 1.028 >60" — 0.98 2.08 0.75

® Die Kontrollratten erhielten das entsprechende Volumen 0.85 % NaCl-

Losung.



100 FRANf.-KDUAnD KRVSJVS.

Die MS- und BTS-Ausscheidung nach BTS-Bclastung war recht

schwankend. Ini Vergleicli zu den Kochsalzkonlrollraltcn warden

im Harn dcr Vcrsuchsticrc meist grdssere BTS- und auch MS-
Mengen gefunden, jcdocli war die Steigerung im Hinblick auf die

grossen vcrabreichten Gabon sehr goring. Auf die einzelnen Werte

brauclit bier nicht eingegangen zu werden (vgl. Tab. Nr, 28), ich

mochte aber fcststellcn, dass selbst bci Bclastung mil cxlrcmcn

BTS-Mengen dcr iiberwiegende Toil dcr SAure von den Tieren umge-

setzt wird und nur cin Bruchtcii im Harn wiederzufinden ist

(maximal 1.5 % der verabreicblen Saure),

Auch bei dcr I'^lS-BcIastungcn konntc dicsclbc Tatsaclie konsla-

tiert werden, indem nur gcringc MS-Mcngen au.sgcschicden wurden.

In einem Falle war jcdocli nach Bclastung mit Laktat cine verhult-

nismiissig stark erhohte BTS-Ausscheidung zu verzeichnen.

Auffrdlig war bci den BTS-Bclastungcn vor allcm dcr regcl-

massig deutlich positive Ausfall dcr Hydrazonprobc, welches nicht

durch die relativ kleinen BTS-Wcrlc bedingt scin konntc. Auf

die KGS-Ausscheidung soli bei dcr Bcschrcibung wcitcrcr BTS-
Bolastungsvcrsuche nfilior eingegangen werden, cs sci nber schon

erwfihnt, dass bci dicsen ersten Vcrsuchcn in einem Fall ein ctwa

10-fach vermehrter KGS-V>'crt konstatiert wurdc. Bci den Laktat-

belastungsvcrsuchen war die Hydrazonprobc dagegen negativ

Oder hochstens ganz schwach posiliv.

Was schliesslich die Ausscheidung dcr CS anbetrifft konntc in

einem Falle nach Verabrcichung von etwas mehr als 500 mg BTS
ein stark erhohtcr Wert gefunden werden. Die qualitativen Proben

auf AK (GERHAnDT und Lange) waren in alien Versuchen negativ.

2, Bclaslungcn mil den Nalriimsalzcn anderer Sduren.

Auch bci Bclastung mit KGS, CS, Bernsteinsaure, Fumar-
saure, i-Apfelsaure, OBS und Acetessigsaure war im Vergleich zu

den Normalrattcn, die physiologischc Kochsalzlosung crhieltcn,

kein Einfluss auf die Ausscheidung der BTS und MS festzustcl-

Icn. Dagegen war bei all dicsen einleitcnden Belastungsversuchen,

mit Ausnahme der Acetcssigsaurebclastung, einc stark positive

Hydrazonprobc zu verzeichnen. Dem entsprcchend war auch die

KGS-Ausscheidung stark erhoht. Da diesc Versuche nicht mit

entsprechenden Mengen dcr einzelnen Verbindungen ausgcfuhrt

wurden, lasst sich auf Grund ihrer nicht entscheiden, wclche Ver-

bindungen den grossten Einfluss auf die KGS-Ausscheidung hatten.

Auffallig w'ar jedoch schon nach dicsen ersten Versuchen, dass nicht

nur nach Bclastung mit KGS, sondern auch mit CS, OBS und
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den w'ichtigen Dicarbonsauren grosse Mengen KGS ira Ham ge-

funden wurden, die bei weiten die durch die entspfechende »Akali-

wirkungo hervorgerufenen KGS-Ausscheidung iiberstiegen. Bei der

Belastung mit KGS wurde von der verabreichten Saure ca. 2 % im
Ham wiedergefunden, welches dafur spricht, dass auch diese Saure
weitgehendst im tierisclien Organismus umgesetzt ward.

Auch die CS-Ausscheidung war bei diesen Versuchen viel

starker erhoht, als vie durch die entsprechende Alkalimenge er-

wartet werden konnte. Die grosste CS-Ausscheidung wurde nach
Belastung mit 1125 mg KGS gefunden, welches auch auf den nahen
Zusammenhang der CS und KGS im tierischen Stoffwechsel hin-

deutet. — Die geringste CS-Ausscheidung wurde nach Belastung

der Tiere mit Natriumcitrat festgestellt, wobei im Harn nur etwa

2 % der verabreichten Saure wiederzufinden war.

Zu erwahnen ist ferner noch, dass bei all diesen Belastungs-

versuchen die Acetonkorperproben im Harn negativ ausfielen. —
Was speziell die Belastung mit Acetessigsaure anbetrifft, war

keinc starke Veranderung der Harnzusammensetzung festzustel-

len. Einzig die CS-Ausscheidung war etwas vermehrt, aber nur

so \nel als auch die verabreichte Akalimenge bewirkt haben konnte.

Dicser negative Ausfall des Versuchs durfte teils durch die kleine

verabreichte Dosis zu erklaren sein; andererseits ist es aber auch

moglich, dass bei der Umsetzung der Methylesters ein Teil der unbe-

standigen Acetessigsaure zersetzt wnirde.

Bei dcm grossten Teil der beschriebenen Belastungsversuche

wurden im Harn nebcn der KGS auch Bernsteinsaurebestimmungen

v'orgenommen, wobei die wassrige Harnfraktion nach Ather-

extraktion der Carbonylhydrazone weiter verarbeitet wurde. Bei

keinem Belastungsversuch war eine starkere Steigerung der Bern-

steinsaure-Ausscheidung zu finden, wenn auch die erhaltenen

Werte etwas schwankten. ^

B. Belastungsversuche mit Natrium-fiquivalenten Mengen der

Natriumsalze.

* Nachdem in den einleitenden Belastungsversuchen festgestellt

worden war, dass eine grosse Anzahl physiologisch bedeutungs-

voller Verbindungen Anlass zur Ausscheidung von KGS und CS

geben, wahrend die MS- und BTS-Ausscheidung nur unbedeutend

» In der Tabcllc Nr. 28 sind die Bernstcinssiurcwertc nicht angefflhrt, weil,

wie schon cnvahnt, die BcstimmungsmeUiodc nicht ganz cxakt ist und vor allem

wcil ein Teil diescr ersten Bestimmungen nur unter Vornahme einer Soxhlet-

cxtraklion nach vorangchender Oxydation ausgelQhrt wurde, wodurch man zu

grosse Bernstcinsaurevverte crhalten dOrlte.
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beeinflusst wird, war die nachste Aufgabe die Wirkung dcr Be-

lastung mit verschieden grossen Mengen der cinzelnen Sauren zu

untersuchen. Vor allem schien es aber besonders wiclitig zu er-

forschen, welche Sauren die starkste Wirkung hcivorriefen und

ob dies in Bezug auf die KGS- und CS-Ausscheidung dieselben Vcr-

bindungen seien.

Da bei den Belastungen mit Natriumsalzcn immer die »Alkali-

wirkung*, die durch die verabreichte Natriummcnge hervorge-

rufen wird, zu beriicksichtigen ist, wmrden die folgendcn Versuche

derart vorgenommen, dass die verabreichten Salze in ihrem Na-
trium-Gehalt gleich waren, und zwar erhielten die Tiere bei den

einzelnen Versuchen pro Gewichtseinheit des Kdrpergewiclits Natri-

umaquivalente Quantitaten der Salze. Solche Versuche wurden vor

allem mit 600 und 900 mg Natrium (pro 1 kg Korpcrgcwicht)

entsprechenden Salzmengen ausgefuhrt. Dancbcn kamen aber

auch einige Versuche mit Salzmengen, die 300 und 1200 mg Natrium

pro 1 kg Gewicht entsprachen, zur Ausfiihrung.

Bei den Belastungen mit Natrium-gleichen Salzmengen ver-

schiedener Sauren wurde besonders die KGS- und CS-Ausschei-

Tabcllc Nr. 29.

Belastungsvcrsuche mit den Salzen vcrschiedcncr Sauren in Natrium-SquU

valcnten Mengen. 300 mg Natrium pro J hg Korpcrgcwicht dcr Ratten.

Verabreichte Saurc

Verabreichte
Dosis pro 1

kg Gewicht
gewogen als

Harnmengo

pro

Rattc

in

24

St.

In

cm’

3 KS
<3 J Kwag

S <n
wg S
£. 3 t5

V > rC

Ausschcldung
pro Rattc in

24 St.
Bemerkungen

Saurc
Na-
Salz

CS
in mg

Aceton
in y

Brenztraubens, Aldol 1.148 5.0 5"—10" 12.5 32.0

Brenztraubensaure 1.226 6.75 — B 56.7

Gluconsaurc 2.036 4.75 15"-_45»B 28.7 Nylander —

Natriumbicarbonat * 1.090 8.5 15''_C0"m — KGS=7.7 mg
> 1.090 15.3 >60"B 51.1 KGS=1.1 mg

Natriumchlorid .... 0.763 4.75 >60" 23.8

^ Zu alien Bclastungsversuchen -nurden 2 Ratten ven\endct. Das verab-

reichte FlOssigkeitsvolumen pro 1 kg K6rpcrgcT\iclit der Tiere belnig bei

alien Belastungen 10 cm®.
® Die Bicarbonatbelastungsvcrsuchc sind die sclbcn wie in Tabellc Nr. 26

und 27. Bei beiden Versuchen betrug das verabreichte FlQssigkeilsv'olumen

50 cm® pro 1 kg Gewicht.
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Tabelle Nr. 30.

Belastungsfersuche mit den Salzen perschiedener Sduren in Natrium-dqui-

palenten Mengen. 600 mg Natrium pro 1 kg Korpergewicht der Ratten.^

Verabreichtc SSure

Verabreichtc

Dosis pro 1

kg Gewicht
gewogen als

Harnincngc

pro

Rattc

in

24

St.

in

cm®
Ausiallungszcit

der

Hydrazon-

fallung

in

Sek.

Ausscheidung
pro Ratte in

24 St.
Bemerkungen

Saure
Na-
Salz

CS
in mg

Aceton
in y

Brenztraubens.Aldol 2.296 6.5 5«_10" 54.8 32.0

Maleinsaure 1.513 6.5 10"—20" 11.4 —
a-Kctoglutarsaure .

.

1.875 4.0 10"—15" 12.3 —
1-Apfe1s5iirp. 1.748 6 0 15" 25" 13.1

Bernsteinsaurc 1.539 8.5 10"—15" 29.5 —
^-Oxj’buttersaurc .

.

2.871 9.0 30"—60" 9.0 —
Aconitsaure 1.514 8.0 10"—15" 26.3 48.0

Brenztraubensaurc . 2.452 7.5 — — 39.0

2.452 4.5 — — 17.5

» 2.452 4.0 10"—15" 10.2 —
iso-Buttersaurc .... 2.453 9.0 30">60" 8.1 —
Malonsaure 1.357 10.5 10"—15" 54.2 —
Fumarsaurc 1.513 12.5 30"—50" 25.8 —

1.654 5.0 10"—20" 26.9 53,0

normal-Buttersaure

.

2.453 10.0 >60" 14.5

Oxalessigsaurc (?) .

.

1.700 4.0 10"—20" 6.7 —
Glycolsaure 1.983 9.5 >60" 14.0 —
Crotonsaure 2.448 14.0 15"—30" 12.3 —
Gluconsaure 5.272 9.0 10"—30" 5.6 54.0 Nylander +
Glutarsaurc 1.635 4.5 5"—6" 44.3 19.5

Adipinsaure 2.5 15"—30" 3.7 —

Natriumbicarbonat ® 2.192 12.5 24.7 — KGS=2.3 mg
» 2.192 12.3 8.9 10.6 KGS=1.2 mg

Natriumchlorid .... 1.526 6.5 2.4 —
1 Zu alien Belastungsversuchen wurdcn 2 Ratten venvendet. Das verab-

reichte FlOssigkcitsvolumen pro 1 kg betrug 10 cm®.
s Die Bicarbonatversuche sind die selben wie in Tabelle Nr. 26 und 27.

Bei beiden Versuchen betrug das verabreichtc Fltlssigkeitsvolumen pro 1 kg

50 cm®.

dung, sow'ie auch die AK-Ausscheidung untersucht; dagegen

konnten nur ausnahmsweise MS- und BTS-Bestimmungen vorge-

nommen werden. Bei der Belastung mit 300 und 600 mg Natrium

wurde nur die CS- und Aceton-Ausscheidung verfolgt. Da die

Belastung mit 900 mg Natrium entsprechenden Mengen sich als
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Tabclle

BcJaslungsvcrsuchc mil den Salzen verschiedcner SQiiren in Nalrittm-Hqul-

Verabrelchtc Siiurc

Vcrabrclchtc
Dosls pro 1 kg
Gcwichl gewogen

als

Os 2^
52 2 Q^ tn

5**^3 ^ &
•-3 o S

?• ?>*

c: tn g-

2 c fT

%i S'

Anzabl

dcr

Batten

•2

? ^ 5

2 sg

r3

tZ»

^ t/i

B SS
d S

- 3 k

IIISfmrc Na-Snlz

Brcnztrnubcnsiiurc-Aldol .

.

3..Mr)» 30 4 8.75 1"—20"

iilalcinsnurc 2.270 30 4 15.0 (20.0)" 7"—50"

a-Kctoglutarsfiurc 2.183 10 II 9.75 4"—25"

1-Apfclsilurc 2.023 30 D 21.5 20"—40"

Bcmstclnsfiurc 2.309 30 4 17.5 f,"—40"

/J-Oxybutlcrsfiurc 4.300 30 4 23.75 3">C0"

Citronensfiure 3.300 30 4 7.5 .{"—16"

3.300 30 5 G.O 7"—17"
3.300 30 4 10.5 2"—25"

Essigsilurc (CHaCOONa + 5.322 30 4 17.5 5"—60"

. .IHjO) 5.322 30 4 4.25 (8.5) 5"—30"

Acclondicarbonsaurc 3.717 40 4 12.0 7"— 17"

AconitsOurc 2.270 40 4.8 5"—15"

2 270 50 10.0 10"—35"

Brcnzlraubcnsaurc 3.078 30 4 11.0 6"—24"

3 078 15 14.0 10"—24"

3.678 10 8.5 —
» •••«•• 3.078 10 4.5 —

iso-Bultcrsf\urc 3,080 30 4 13.0 10"—30"

Malonsfiurc 2.035 20 4 5.5 (22.0) 5"—34"

Fumarsaurc 2.270 30 4 14.0 3"—30"

Citraconsfiurc 2.540 30 4 12.5 50">CO"

l-Asparaglnsfiurc 2.C02 30 4 8.5 45">G0"

d,l-Asparaginsrmrc 2.002 30 4 8.0 25">60"

iSIilchsaurc 3,758 40 4 7.5 30">C0"

• 3.758 50 3 12.5 —
normal-ButtcrsOurc 3.080 30 4 16.25 45">G0"

Oxalessigsaurc (?) 2.551 40 3 7.0 1"—20"

Glutaminsaurc 2.870 50 4 14.0 >C0"
^-Glyccrinphosphorsaure .

.

4.228 50 13.0 5">r>o"

Tartronsfmrc 2.340 40 G.O >60"

Mcsoxalsaurc 2.400 40 14.0' 30">G0"

Glutarsaure 2.452 40 4 5.0 5"—30"

2 452 50 3 14.0 2"—10"

Af1lpln«:rnir/» 2 409 40 .1 G.O 5"—40"
» 2.409 50 15.0 5">60"

Natriumbicarbonat^ 3.288 30 n S">G0"
> 3.288 50 mHU >G0"

^ Alle als frcie Suurcn gcwogcncn Verbindungcn ^vurllcn mil dcr bcrcchnctcu

NaOH-Mcnge (1.5C5 g. NaOH = 900 mg. Natrium) unter EiskQlilung vorsichtig

neuiralisicrt,

’ Die Bicarbonatversuebe sind dieselben wlc in Tabcllc Nr. 20 und 27.
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Nr. 31.

valenten Mcngen. 000 mg Natrium pro 1 kg Korpergewicht der Ratten.

Ausscheidung pro Ratte in 24 St. in mg
Bemerkungen

KGS CS Acelon in y DBS

34.3 59.9 43.8 0.9

31.5 (42.0) 33.8 (45.0) 1965.0 (2620.0) 6.6 Lange +; 1 Ratte gestorben

18.2 36.6 19.5 —
17.7 45.7 32.5 — Simen-Piaux + (schwach)

17.7 39.4 96.3 9.5

15.7 27.7 74.1 12,0

15.1 47.3 — —
7.2 (?) 37.5 49.5 1.2

— 52.5 10.4 19.4

14.3 16.3 465.5 10.3 Simon Piaux+ (schwach)

2.8 (5.G) 17.3 (34.5) — — 2 Ratten gestorben.

14.1 43.5 13104.0 9.4 Lnngb T- "I* “i~5

13.6 42.0 — —
1.7 37.0 — —

13.1 42.3 36.3 0.9

11.1 27.3 — — MS=6.62 mg; BTS=1.93 mg.

— — 137.7

— — 36.0

11.7 37.4 124.8

11.6 (46.4) 18.1 (72.4) fSimon-Piaux+ (schwach);

9.3 20.1 16.9 — 3 Ratten gestorben

7.4 70.3 262.5 19.2

4.9 16.7 19.6 10.0

4.1 19.5 — —
— 14.2 — MS=4.68 mg; BTS=1.71 mg
3.3 — — —
3.2 31.5 152.8 —
2.2 16.2 — —
1.7 15.8 — — pH=8.2

1.6 11.7 — — pH=7.5

1.5 7.7 — —
1.2 8.8 — —

Spuren 58.8 — —
• 65.8 — —
• 12.1 — —
» 17.6 — —

7.8 17.2 53.1 2.1

0.6 9.7 19.7 —

* Bei Versuchen mit teihveise letalem Ausgang sind die in Klammern
angegcbenen Werte berechnet unter aileiniger Berflcksichtigung der iiber-

lebenden Tiere.
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Tabelle Nr. 32.

Belaslungsversuchc mil den Salzen vcrschicdener Sduren in JS'atrium-dqui-

valenten Mengen. 1200 mg Natrium pro 1 kg Korpergewicht dcr Ratten.

Verabreichte
Saure

Verabreichte

Dosis

gewogen

als

Nalrimnsalz

Verabrcichtcs

Flussigkeitsvolu-

inen

pro

1
kg

Gewicht

in

cm*

Anzahl

der

Ratten

Harnmcngc

pro

Rattc

in

24

St.

in

cm*

Ausfiillungszcit

der

Hydrazon-

ffillung

in

Sek.

Ausscheidung
pro Rattc in

24 St. in mg Bemcr-
kungen

KGS CS
Ace-
ton
in y

BrenztraubensaureQn 4 10.0 2»—5" 5.8 38.0 OBS= 14.3 mg
» 5 10.8 15"—40" — 17.G —
» 40 4 12.5 12.7 35.5 — MS=15.5 mg

Milchsaure 5.010 40 5 9.2 15"—35" G.7 9.5 — BTS= 3.1 mg

Natr.bicarbonat

'

4.384 50 5 14.0 8">60" 8.3 29.4 OBS= 0.9 mg
4.384 50 3 13.3 2.1 IB 3.0

* Die Bicarbonatversuchc sind dicsclbcn wic in Tabelle Nr. 26 und 27.

am wirksamsten erwics, ohne dass dkse Dosis im allgemeinen zu

gross gewesen ware bzw. toxisch gewirkt hatte, ^vurden mit dieser

Quantitat melir Versuche gemacht als mit den anderen Mengen.

Die Ergebnisse dieser Versuche gehen aus den Tabellen Nr.

29—32 hervor. In der Tabelle Nr. 31 sind die verschiedenen Be-

lastungen in der Reihenfolge der Grosso der ermittelten KGS-
Ausscheidung geordnet. In den anderen Tabellen ist ubersichts-

lialber dieselbe Reilienfolge beibehalten worden.

Vor jedem Beiastungsversuch wurden die Versuchstiere zuerst

gewogen, wonach sie die dem Gewicht entsprechende Flussigkeits-

menge mit dem Magenschlaucli erhielten. Zu den verschiedenen

Versuchen kamen pro 1 kg Gewicht zwischen 10 bis 50 cm^ Losung

zur Anwendung. In diesen Vcrsuchsserien wurden die Kochsalz-

kontrollen fortgelassen, da, wie aus den ersten Versuchen hervor-

geht, die Verabreichung der entsprechenden Menge physiologischer

Kochsalzlosung keinen Einfluss auf die Harnzusammensetzung
hat. Jedoch wurden einige Belastungsversuche mit Kochsalz in

natriumaquivalenter Menge ausgefuhrt. Vor allem wurden aber

in jeder Versuchsreihe als Kontrollversuche Belastungen mit der

dem Natriumgehalt nach entsprechenden Bicarbonatmenge vorge-

nommen, um die Grosse der Alkaliwirkung festzustellen. ^

Um Raum zu sparen ist das Gewicht der Ratten bei den ein-

1 t3bcr diese Versuche wurde schon im Kapitel fiber die Alkaliwirkung
berichtet; sie werden aber bier zum Vergleich nochmals angeffihrt.
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Tabelle Nr. 33.

VhersichtsiabeUe uber die CS-Ausschcidung bei Belasiung mil Nalrium-dqui-

valenien Mengen der Nalriumsalze verschiedener S&uren

(vgl. Tabelle Nr. 29, 30, 31 und 32).

Verabreichte Saure ^

CS-Ausscheidung in 24 St. pro Ratte in mg
Verabreichung von Salzmengen pro 1 kg

entsprechend

300 mg Na 600 mg Na 900 mgNa 1200 mgNa

Brenztraubensaurealdol 12.5 54.8 59.9

Maleinsaure — 11.4 33.8 (45.0) —
a-Ketoglutarsaure .... — 12.3 36.6 —
I-Apfelsaure — 13.1 45.7 —
Bernsleinsaure — 29.5 39.4 —
^-Oxybuttersaure — 9.0 27.7 —
Citroncnsaure — — 52.5 —
Essigsaure — — 17.3 (34.5) —
Acetondicarbonsaurc .

.

— — 43.5 —
Aconitsaurc — 26.3 42.0 —
Brenzlraubensaurc .... — 10.2 42.3 50.0

iso-Bultersaure — 8.1 37.4 —
Malonsaure — 54.2 18.1 (72.4) —
Fumarsaurc — 25.8 20.1 —
Citraconsaure — 26.9 70.3

1-Asparaginsaure — — 16.7 —
d, l-Asparaginsaure .... — — 19.5 —
Milchsaure — — 14.2 9.5

normal-Buttersaure — 14.5 31.5 —
Oxalessigsaure (?)

— 6.7 16.2 —
Glutaininsaure — — 15.8 —
^-Glycerinphosphorsaure — — 11.7 —
Glycolsaure — 14.0 — —
Crotonsaure — 12.3 — —
Gluconsaurc 4.7 5.6 — —
Tartronsaure — — 7.7 —
Mesoxalsaure — — 8.8 —
Glutarsaure — 44.3 65.8 —
Adipinsaure — 3.7 17.6 —

Natriumbicarbonat 34.4 24.7 17.2 24.5

> 1.5 8.9 9.7 0.1

Natrimnchlorid — 2.4 — —

1 Die Sauren sind in der selben Reihefolge wie in den Tabellen Nr. 29

—32 angefflhrt.
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zelnen Belastungen in den Tabellen nicht angefiihrt; ebenso wenig

sind die einzelnen verabreichten Mengen verzeichnet. Diese Anga-

ben diirften fiir die Beurteilung der Ergebnisse bedeutungslos sein,

da zu alien Versuchen mdglichst gleich grosse Tiere— durchschnitt-

lich etwas iiber 200 g — verwendet wurden.

Besprechung der Ergebnisse.

1. Die CS-Ausscheidung. (Vgl. hierzu ausser den Tabellen Nr.

29—32 besonders die tlbersichtstabelle Nr. 33, in welcher die gesamten

CS-Werte zusammengefasst sind, und die Abb. Nr. 1 mit der graphischen

Darstellung der CS-Ausscheidung.)

Bei naherer Betrachtung der Tabelle Nr. 33 und der Abb. 1

ist besonders augenscheinlich, dass bei Belastung mit steigenden

Salzmengen die CS-Ausscheidung in beinahe alien Fallen deutlich

zunimmt. Die einzigste Ausnahmc von dieser Regel bilden die

Belastungsversuche mit Fumarsaure und Milchsaure, bei welchen

die kleinere Dosis eine etwas starlcere Wirkung auf die CS-Ausschei-

dung hatte. Absolut genommen war abcr die Wirkung beider

Sauren sehr gering, sodass der kleine Untcrschied auch innerhalb

der Fehlergrenzen derartiger Versuche begen kann. Andererseits

scheint es jedoch sehr wahrscheinlich, dass die grossere Dosis

dieser Sauren (fiir Fumarsaure die 900 mg Natrium entsprechende

Menge, fiir Milchsaure die 1200 mg Natrium entsprechende Menge)

toxisch wrkte und zu einer Hemmung der CS-Bildung bzw. Aus-

scheidung fiihrte.

Ebenso war auch, wie bereits besprochen wurde, die Wirkung
der Belastung mit Natriumbicarbonat sehr variierend. In der

ersten Versuchserie (300—1800 mg Natrium entsprechende Men-
gen) war ein relativ starker Effekt auf die CS-Ausscheidung zu

beobachten, w'ahrend in der zweiten Serie (300—1200 mg Natrium

enthaltende Mengen) die Wirkung sehr minimal war. Bei diesen

Versuchen wirkte die Dosis entsprechend 1500 und 1800 mg Na-

trium zweifellos toxisch, ebenso wie in eincm Versuch die Dosis

von 1200 mg Natrium, wodurch die abnorm kleinen CS-Werte

nach diesen Bicarbonatmengen erklart werden. Sonderbar war

aber, dass in dem einen Versuch die Menge 300 mg Natrium ent-

sprechend starker wirkte als die grosseren Dosen.

Zur leichteren Dbersicht der Wirkung der einzelnen verab-

reichten Verbindungen auf die CS-Ausscheidung lassen sich diese

leicht in vier verschiedene Gruppen einteilen:

1. Sauren mit ganz besonders starker Wirkung auf die CS-Ausscheidung,

pro Ratte in 24 St. mehr als 50 mg.
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2. Sauren, die zu einer deutlich vermehrtcn CS-Ausscheidung Anlass

geben. Ausscheidung zwischen 50—25 mg CS pro Ratte in 24 St.

3. Sauren, deren Wirkung innerhalb der Grenzen der Alkaliwirkung

(Bicarbonatwirkung) fallt. Ausscheidung 25-^10 mg pro Ratte in 24 St.

4. Sauren ohne sicheren Einfluss auf die CS-Ausscbeidung. CS-Werte

kleiner als 10 mg.

Fiir diese Einteilung sind besonders die Belastungsversuche

mit 900 mg Natrium enthaltenden. Salzmengen herangezogen wor-

den, weil mit dieser Quantitat die meisten Versuche ausgefiihrt

wurden und weil bier der Grossenuntcrschied in der Wirkung der

einzelnen Verbindungen am deutlichsten zum Vorschein kommt.
Dieser, Einteilung entsprechend gehdren zu der ersten Gruppe

die Natriumsalze folgender Sauren: Citraconsaure, Glutarsaure,

Brenztraubensaurealdol, Malonsaure und aucb die Citronensaure

selbst. Erstaunlicli ist hier vor allem die starke Wirkung der

Citraconsaure (Methylmaleinsaure), die ziemUch allgemein, wie

auch die Maleinsaure, als unphysiologisch angesehen %vird. Nach
den Untersuchungen von Emmrich (1939) soil diese Saure grossten

Teils wieder unverandert mit dem Harn ausgeschieden werden.

Diese Frage konnte hier nicht untersucht Werden; nach den Unter-

suchungen von Hallman stort aber die Anwesenheit von Citracon-

saure bei der Bestimmung der CS nicht. — Auch die Wirkung der

Glutarsaure auf die CS-Ausscheidung war crstaunlich gross, be-

sonders im Hinblick auf den Umstand, dass diese Saure, keine

starkere KGS-Ausscheidung zu bewirken scheint. Auch wird die

Glutarsaure zu einem grossen Teil wieder unverandert mit dem
Harn ausgeschieden, worauf noch weiter unten eingegangen wer-

den soil.

Beinahe denselben Effekt wie die beiden zuerst genannten

Sauren hatte auch Brenztraubensaurealdol. Die CS-Ausschei-

dung nach Belastung mit einer 600 mg Natrium enthaltenden

Menge betrug hier schon iiber 50 mg, wahrend die Belastung mit

einer grosseren Aldoldosis nur noch zu einer geringen Zunahme
des CS-Wertes fiihrte. Hier muss noch betont werden, dass weder

die Brenztraubensaure noch ihr Aldol in Mengen, die in biologischen

Substraten in Frage kommen, bei der Pentabromacetonmethode

stdren.

In diesen Versuchen war auch die Wirkung der Malonsaure,

der ersten gesattigten Dicarbonsaure mit einer Methylengruppe,

erstaunlich gross. Krebs, Salvin und Johnson (1938) beobach-

teten bei intravenoser Einspritzung von Natriummalonat bei

Kaninchen keine starkere Zunahme der CS- und KGS-Ausschei-
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dung, wahrend die Bernsteinsauremenge im Ham stark vermehrt
war. Nach diesen Autoren wdrd die Malonsaure im tierischen

Kdrper nicht umgesetzt und unverandert mit dem Harn ausge-

schieden. Nach den Untersuchungen von Quastel und Wool-
ridge (1929) und v. Szent-Gyorgyi (1937) scheint diese Saure
ein Enzymgift zu sein da sie grosse Affinitat zur Succino-Dehydro-

genese zeigt. Krebs und Mitarbeiter erklaren daher die Wirkung
der Malonsaure durch eine Hemmung der Succinodehydrogenase,

sowie der Enzymsysteme, die fiir den Umsatz der CS und der

KGS notig sind. — Diese Erklarung scheint gut ubereinzustimmen
mit den hier berichteten Versuchen, da bei Belastung mit Natrium-
malonat, 900 mg Natrium enthaltend, die Verbindung tatsachlich

stark toxisch wirkte, indem 75 % der Tiere innerhalb von 24 St.

nach der Belastung starben. Fiir diesen Versuch kann die pro

Ratte ausgeschiedene CS-Menge nicht genau angegeben werden, da

die Harnmenge pro Tier nicht bekannt ist. Die CS-Ausscheidung

durfte jedoch zwdschen 18—72 mg liegen. Bei Belastung mit 600

mg Natrium enthaltender Menge war ausserlich keine toxische

Wirkung auf die Tiere festzustellen und die CS-Ausscheidung betrug

uber 50 mgi Es scheint also, als ob bei Ratten diese giftige Saure

besonders hemmend auf die die CS abbauenden Enzyme einwirke.

Auch nach Belastung mit Natriumcitrat wurde wenigstens

in einem Falle eine CS-Ausscheidung von iiber 50 mg pro Tier

gefunden, wahrend die CS-Werte bei den anderen Citratbelastungs-

versuchen etwas niedriger waren. Bei dem Versuch mit der gross-

ten CS-Ausscheidung (52.5 mg) hatten die Tiere durchschnitthch

472 mg CS (bzw. 661 mg Na-citrat) erhalten; es warden also maxi-

mal etwa 11 % der Saure unverandert wieder mit dem Harn aus-

geschieden.

Zu der zweiten Gruppe in Bezug auf die CS-Bildung gehoren

die Natriumsalze folgender Sauren: Brenztraubensaure, 1-Apfel-

saure, Acetondicarbonsaure, Aconitsaure, Bernsteinsaure, iso-

Buttersaure, a-Ketoglutarsaure, Maleinsaure, normal-Buttersaure,

/?-Oxybuttersaure und Fumarsaure. AUe diese Sauren bzw. deren

Natriumsalze geben Anlass zu einer CS-Ausscheidung, die starker

ist als die entsprechende Alkaliwirkung. Sie mussen also ebenso

wie die Salze der Gruppe 1 irgendeinen Einfluss auf die Bildung

Oder den Abbau der CS im tierischen Stoffwelchsel haben oder

unter Umstanden selbst Vorlaufer der Saure sein. Weitaus an

erster Stelle steht in dieser Gruppe die BTS, w'elche in ihrer Wir-

kung nur wenig hinter dem Aldol zuriickbleibt. Dies ist umso

beachtenswerter als beim Menschen nach Belastung mit BTS nur
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eine der Alkaliwirkung entsprechende CS-Ausschcidung fcstzu-

stellen ist, obwohl die verabreichtc Mcnge cine eUva 40'fache Ver-

mehrung der KGS-Ausscheidung hervorruft (Simola. und Knu-
sius, 1939). — Der starke Effekt der BTS im Rattcnvcrsuch steht

im guten Einklang mit der CS-CykIustheorie von Martius und
Knoop und zeigt deutlich, wie aucli vieic andere Belastungsver-

suche, dass die CS-Ausscheidung nicht nur von der Alkaliwirkung

bzw. dcm Saure-Basen-GIcicligewicht abhangig ist.

Audi die in das Auf-bzw. Abbauschema dcr CS gehorendenden

C4-Dicarbonsauren 1-ApfeIsaure und Bernsteinsaure, batten cinen

starken Einfluss auf die CS-Ausscheidung. Dagegen war die Wbr-

kung der entsprechenden ungesatligtcn Saurc gcringcr. Die

Fumarsaure wirkte kaum starker als die entsprechende Bicarbonat-

nienge; diese schwache Wirkung erklart sich bci der oralen Belastung

hochst wahrscheinlich durch die schlechtc Loslichkeit der Fumar-
saure. Es ist namlich anzunehmen, dass die Saurc durch die Magen-
salzsaurc wenigstens teilweisc wieder ausgcfallt wird, wodurch

die Resorption verhindertwird. Sowohl Orten und Smith (1937)

als auch Krebs, Salvin und Johnson (1938) crziclten bei intra-

venoser Vcrabreichung von Fumarat starke CS-Ausscheidung.

Die Maleinsaurc hatte eine starkcre Wirkung auf die CS-Aus-

scheidung als ihre optische Antipode, die Fumarsaure. Bci Ver-

abreichung von Natriummaleinat in Mcngcn entsprechend 900

mg Natrium starb aber von 4 Ticren cins, was auf cine toxischc

Wirkung hinweisen konnte. Im Allgemeinen wird angenommen,
dass die Maleinsaure unphysiologisch ist und als EnzjTngift wirkt.

Der Effekt auf die CS-Ausscheidung ware dann, wie bei der Malon-

saure, durch eine Hemmung der abbauenden Enzymsyslemc zu

erklaren. Jedoch soil die Maleinsaure nach den Untersuchungen

von Thunberg (1920) und Laki (1935) im ticrischen Gewebe umge-
setzt werden. Ist dies der Fall, kann die Moglichkcit nicht aus-

geschlossen werden, dass die Maleinsaure, ebenso wie die anderen

Pflanzensauren, direkt zur Bildung von CS Anlass gibt. In den

referierten Versuchen von Orten und Smith und Krebs und Mit-

arbeiter rief die Einspritzung von Maleinat ebenfalls eine starke

CS-Ausscheidung hervor. — Es muss auf Grund all dieser Versuche

konstatiert werden, dass die Vcrabreichung von Maleinsaure und
besonders die Vcrabreichung ihres Methylderivats, der Citracon-

saure, zu einer beachtenswerten CS-Ausscheidung fiihrt, ohne

dass bis aufs weitere der Wirkungsmechanismus dieser Sauren mit

Sicherheit geklart ist.

Auch die mit der CS chemisch nahe verwandten Sauren, wie
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die Acetondicarbonsaure, die Acoiiitsaure und KGS riefen eine

relativ starke CS-Ausscheidung hervor. Die Wirkung der Aconti-

saure und KGS scheint im Hinblick auf das CS-Abbauschema
von Martius ohne weiteres klar. Dagegen ist der starke Effekt

der Acetondicarbonsaure schwer zu erklaren. Wie bereits dar-

gelegt, -wird heute aligemein die Ansicht vertreten, dass die

Acetondicarbonsaure, wenigstens bei hoheren Tieren, nicht als

Abbauprodukt der CS in Frage kommt. Es bestand naturlich die

Mdglichkeit, dass diese Saure unverandert wieder mit dem Harn
ausgeschieden und bei der Pentabromacetonmethode mitbestimmt
wiirde. Hierfur schien vor allem der hohe Acetongehalt des Hams
zu sprechen (Lange -j—(- +; Acetonausscheidung pro Ratte> 13 mg).

Jedoch ist die Acetondicarbonsaure rein chemisch sehr unbestan-

dig und diirfte bei der CS-Bestimmung, beim Kocheu mit Schwefel-

saure in Aceton gespalten werden. Nach 10 Minuten langem Sieden

in saurer Ldsung ist aber bestimmt das gesamte Aceton verdunstet.

Es scheint daher sehr wahrscheinlich, dass die starke Pentabrom-

acetonreaktion tatsachUch nur durch CS hervorgerufen wurde.

—

Um festzustelien, ob der Harn unveranderte Acetondicarbonsaure

enthielt, wurde ferner eine Paralellbestimmung vorgenommen,

bei welcher das Kochen mit Schwefelsaure weggelassen wurde.

Der derart ermittelte CS-Wert war aber sonderbarer Weise im

Gegenteil kleiner als der auf gewohnliche Art bestimmte CS-Wert.

Hieraus diirfte deutlich hervorgehen, dass der Harn keine un-

veranderte Acetondicarbonsaure enthielt, da ja in diesem Falle

bei der Kontrollbestimmung ein hoherer CS-Gehalt im Harn hatte

gefunden werden mussen als bei der Normalbestimmung.

Auch die iso-Buttersaure hatte einen deutlichen Einfluss auf

die CS-Ausscheidung mit dem Harn, dagegen war sonderbarer

Weise die Wirkung der gewohnlichen Buttersaure und der OBS
bedeutend kleiner, wenn auch starker als die entsprechende

Alkaliwirkung.

Zu der dritten Gruppe mit nur einer der Alkaliwirkung ent-

sprechenden Steigerung der CS-Ausscheidung gehoren eine ganze

Reihe wichtiger intermediarer Stoffwechselprodukte: d,l-Aspara-

ginsaure, l-Asparaginsaure, Essigsaure, Glycolsaure, Oxalessig-

saure(?) Glutaminsaure, Milchsaure, j8-Glycerinphosphorsaure, Cro-

tonsaure und Adipinsaure.

Von diesen muss jedoch das Ergebnis der Belastungsversuche

mit Oxalessigsaure als sehr unsicher bezeichnet werden. Bekannt-

lich ist diese Saure in wassriger Ldsung sehr unbestandig und wird

leichtBTS abgespalten. Es scheint daher sehr wahrscheinlich, dass

8
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ein grosser Teil der Saure beim Losen und Neutralisieren mit starker

Lauge zerstort wird. Ferner muss auch erwahnt werden, dass das

verwendete Oxalessigsaurepraparat (Enol-Oxalessigsaure) leider

stark verunreinigt v/ar. ^ Durch diese Umstande durfte das ziemlich

negative Resultat dieser Belastungsversuche zu erklaren sein;

theoretisch miisste die Oxalessigsaure im Tierversuch doch wenig-

stens ebenso stark auf die CS-Ausscheidung wirken wie die BT^
Tatsachlich hat Hallman (1939) mit Oxalessigsaure in-vitro in

verschiedenen tierischen Geweben eine sehr starke, der 1-Apfel-

saure gleichkommende, CS-Bildung erzielt.

Auch die d,l- und 1-Asparaginsaure (Aminobernsteinsaure)

hatte keine starkere Wirkung auf die CS-Ausscheidung, obwohl

aus dieser vichtigen Aminosaure im tierischen Stoffwechsel leicht

durch oxydative Desaminierung Oxalessigsaure entstehen soli.

Ebenso rief die Belastung mit Glutaminsaure keine die Alkali-

Wirkung iibertreffende CS-Ausscheidung hervor.

In dieser Gruppe ist besonders intressant die geringe Wirkung
der im Kohlenhydratumsatz zentralen 3-C-atomigen Verbindun-

gen. Nicht nur die /1-Glycerinphosphorsaure, sondern auch die

Milchsaure, die doch in naher Verbindung zur Brenztraubensaure

steht, hatte keinen deutlichen Effekt auf die CS-Ausscheidung.

Ebenso batten diese Sauren keinen Einfluss auf die KGS-Ausschei-

dung, voriiber weiter unten berichtet werden soil.

Ganz im Gegensatz zu den Befunden von Fuhth, Minibeck und
Edel (1934) hatte auch die Belastung mit Natriumacetat keinen

deutlichen Einfluss auf die CS-Ausscheidung. In einem der Be-

lastungsversuche mit 900 mg Natrium entsprechender Acetatmenge

wirkte die Sauretoxisch, indem2derVersuchstierestarben;diepro

Ratte ausgeschiedene CS-Menge kann daher nicht genau angegeben

werden (zwischen 17—34 mg). In einem zv’eiten Versuch iiberstanden

die Tiere dagegen die Belastung mit derselben Menge; hierbei

betrug die CS-Ausscheidung trotz grosserer Diurese der Tiere nur

16 mg. Auch die entsprechende Oxysaure, die Glycolsaure, hatte

keine starkere Einwirkung auf die CS-Konzentration des Hams.
Von ungefahr derselben Grosse war auch die CS-Ausscheidung

nach Belastung der Ratten mit Crotonsaure. Diese Saure, die

dieselbe Struktur hat wie die Buttersaure, nur dass sie eine Doppel-

bindung enthalt, ist bekanntlich sehr giftig und durfte in biolo-

gis chen Substraten nicht umgesetzt werden. —

^ Die biologisch aktive Form der Oxalessigsaure ist ubrigens die Keto-
forin; jedoch soli die Enolform in Losungen in die Ketoform umgesetzt -werden.
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Schliesslich gehort in die Gruppe der Sauren mit einer der
Alkalhvirkung entsprechenden CS-Ausscheidung auch die Adipin-
saure. Die Umvirksamkeit dieser Saure ist verstandlich, da sie

ja nur zu ca. 50 % im tierischen Organismus abgebaut wird.

Zu der vierten Gruppe gehoren drei Sauren, die so gut wie
garkeine CS-Ausscheidung bewirkten, namlich die Mesoxalsaure,

Tartronsaure und Gluconsaure. Die beiden ersten Sauren, die

•Mesoxalsaure Oder Ketomalonsaure und die Tartronsaure Oder
Oxymalonsaure, diirften giftig sein wie auch die Malonsaure selbst.

Jedoch hatten sie im Rattenversuch nicht dieselbe Wirkung auf

die CS-Ausscheidung. Alle Tiere liberlebten die Belastung mit 900

mg Natrium enthaltenden Salzmengen, jedoch war die CS-Aus-

scheidung nur sehr gering. Eine Vergiftung der die CS abbauenden
Enzyme dilrfte daher nicht vorliegen. Vielleicht muss man anneh-

men, dass diese unphysiologischen Verbindungen vdlhg unzer-

setzt von den Nieren wieder ausgeschieden werden und daher

keinen Einfluss auf die CS-Ausscheidung haben.

Die Unwirksamkcit der Gluconsaure zeigt genau wie die friiher

besprochenen Bclastungsversuche mit Glucose, dass die gewohn-

lichen Kohlenhydrate keine direkte Wirkung auf die CS-Bildung

haben. In diesem Zusammcnhang ist intressant, dass Orten und

Smith (1937) bei ihrcn Vcrsuchen nach Verabreichung von Laevu-

lose eine deutliche, wenn auch nicht sehr starke Zunahme der

CS-Ausscheidung beobachteten, wahrend die Glucose auch in ihren

Versuchen unwirksam war. Eine Erklarung des verschiedenen

Verhaltens der Aldosen und Ketosen kann vorerst kaum gegeben

werden.

In diesem Zusammenhange durfte es angebracht sein etwas

niiher auf die des oftercn erwahnten Untersuchungen von Orten

und Smith (1937) einzugehen und die erhaltenen Ergebnisse zu

vergleichen. Diese Autoren unternahmen ziemlich zahlreiche

Bclastungsversuche bei Hunden, denen die Natriumsalze in 100 mg
Natrium entsprechenden Mengen intravenbs eingespritzt wurden.

Die starkste Wirkung erzielten sie mit den Natriumsalzen der

Malonsaure, Fumarsaure, Apfelsaure und Maleinsaure, die ja auch

in den hier erlSuterten Versuchen sehr effektiv waren. Die aller

starkste CS-Ausscheidung beobachteten diese Forscher nach Be-

laatung mit Apfelsaure. Belastungen mit Glutarsaure, Brenz-

traubensaurealdol, a-Kctoglutarsaure, Bernsteinsaure, OBS, Ace-

tondicarbonsaure, Aconitsaure, Brenztraubensaure, Citraconsaure

wurden nicht ausgefiihrt. — Eine die Alkaliwirkung iibersteigende

CS-Ausscheidung wurde ferner von diesen Forschern beobachtet
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nach Einsprilzung von Butlcrsaurc, AcctcssigsHure, als Natrium-

salz und AsparaglnsUurc als BicarI)onatvcrl)indung; ausserdem

war Lavulose cffcktiv. — Die Bicarl)onntwirkung war bei den

Versuchen mil Hunden rclaliv klcin; ftlinliclicr Grosse war die

Wirkung von Gluconsaurc, Essigsaurc, Glycolsliure, Mildistiure

und Wcinsaure als Natriumsalze und von Glycin (Aminocssigsaure),

Glycerin, Glutaminsiiurc und Glucose als Bicarhonalvcrbindung.

Koclisalz war ohnc Wirkung. —
Die Rcsultatc von Outhn und Smith slimmcn also im Grosscn

und Ganzcn mil mcincn Untcrsuchungcn iihcr die CS-Ausscheidung

ubcrcin; cbenso kamcn, wic sebon crwfihnt, Kheus und Milarbci-

Icr (1938) in Bezug auf die wicliligen Dicarbonsauren mil -l-C-

Alomcn bci Kaninchenversueben zu ungefabr dcnsclbcn Ergeb-

nissen. —
2, Die KGS~Aus$chcidung. (Vgl. bierzu die Tabollen Nr. 31 und 32

und die Abb. Nr. 2 mit dergrapbiseben Darslelhinpdcr KGS- und CS-.-Vus-

.sebeidung nneb Bolaslupg mil POO mg Natrium entspreebenden Salz-

mengen).

Nachdem im Vorhcrgchcndcn die Ausscbcidung der CS nach

Bclaslung mil vcrschicdcncn Salzcn auscinnndcrgcselzt wurdc,

soil jelzl das Vcrballen dcr KGS bci dicsen Belastungcn bcsprochcn

werden. Obwolil im Zusammenbang mil dicser Arbeit die Unlcr-

suchung dcr KGS-Ausscbcidung viol wichtiger war als die dcr CS,

konnten aus rein praktiseben Gninden Ifingsl nicbl so viel KGS-
Bestimmungen vorgenommen werden. Zu jeder BesUmmung
bedarf man ndmlicb, wic bcrcils crwabnl, cincr grosseren Harn-

porlion, wiibrcnd die CS mcist aus 1 cm^ oder aus cincm Bruchleil

eincs cm^;s crmittclt werden kann. Daber wurdc die KGS-Aus-
scheidung nur bci Bclaslung mil 900 mg Natrium cnlhaltcndcn

Salzmcngcn vorgenommen, cbenso wic in cinigen Fallen bci Be-

lastung mil 1200 mg Natrium entspreebenden Mengen.

Audi bier wurden zum Vergleicb KGS-BesUmmungen nacb

Bclaslung mil den entspreebenden Bicarbonalmengen ausgcfubrt.

Die ^Vlkaliwirkung auf die KGS-.‘Vusscbcidung ist geringer als auf

die CS-Aussebeidung, jcdocli sUcg in cinigen Bclastungsversucbcn

die pro Versuebstier ausgesebiedene KGS nacb Bclaslung mil

900 bzw. 1200 mg Natrium entspreebenden Mengen auf ctwa 8 mg.
Im i\Jlgemcinen kann bcim Durcbgchen der Rcsultatc gesagt

werden, dass all die Suurcn — bzw. deren Nalriumsalzc — die einc

dcutlicbc Zunahmc der CS-Ausscheidung bewirkten, aucb cinen

Einfluss auf die KGS-Konzentration dcs Hams hallcn. Jcdoch
war die absolute Grosse dcr KGS-Ausscbcidung durcbweg bedcutend
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kleiner als die der CS. Auch trat in dem Einfluss der verschiedenen

Verbindungen keine so starken Unterschiede hervor, wie aus der

graphischen Darstellung deutlich hervorgeht. Es ist daber nicht

moglich die gepruften Verbindungen in Bezug auf ihren Effekt

in mehrere Gruppen zu teilen; es reicht, wenn man die Sauren

einteilt in solche, die eine starkere Wirkung batten als die ent-

sprecbende Alkalidosis, und solche, deren Wirkung der Alkali-

wirkung entspi'ach oder noch kleiner war bzw. ganz fehlte.

Zu den Sauren, deren Natriumsalze eine deutliche KGS-Aus-
scheidung verursachten, gehoren in Reihenfolge der Wirkungs-

grosse folgende Verbindungen; Brenztraubensaurealdol, Malein-

saure, a-Ketoglutarsaure, 1-Apfelsaure, Bernsteinsaure, P-Oxy-
buttersaure, Citronensaure, Essigsaure, Acetondicarbonsaure, Aco-

nitsaure, Brenztraubensaure, iso-Buttersaure, Malonsaure, Fumar-
saure.

Von den angefiihrten Sauren batten zwei bzw. vielleicht drei

eine deutlich starkere Wirkung als der Rest der Sauren. Dies

waren Brenztraubensaurealdol, Maleinsaure und eventuell Malon-

saure. Es handelt sich also tatsachlich um dieselben Verbindungen,

die auch die grosste CS-Ausscheidung hervorriefen. Die einzigste

Ausnahme bildet die Glutarsaure, welche wohl keine KGS-Aus-
scheidung erzeugte; hieriiber soil weiter unten berichtet werden.

Die KGS-Ausscheidung nach Belastung mit dem Aldol der

Brenztraubensaure betrug etwas iiber 34 mg pro Tier, welches als

sehr hohe Menge anzusehen ist. Die genaue Grosse der KGS-
Ausscheidung nach Belastung mit Maleinsaure kann nicht ange-

geben werden, da, wie bereits erwahnt, eins der Tiere im Laufe

des Versuches starb. Jedenfalls betrug die Ausscheidung wenig-

stens 31.5 mg eventuell aber bis 42 mg. Auch hier lasst sich nicht

entscheiden, ob die Maleinsaure als spezifisches Enzymgift wirkte

und eine Hemmung des KGS-Abbaus hervorrief, oder ob sie selbst

Anlass zur Bildung von KGS gab. — Schliesslich schien auch die

Malonsaure eine starkere KGS-Ausscheidung zu verursachen. Bei

der Belastung starben drei Ratten von vier, die KGS-Ausschei-

dung pro Tier betrug wenigstens 11.6 mg und maximal 46.4; der

im Harn ermittelte KGS-Wert stieg auf 210.2 mg %. Die Starke

der Wirkung kann also nicht genau angegeben werden, ist aber

auch von untergeordneter Bedeutung, da aus dem Versuch mit

Sicherheit hervorgeht, dass die Saure stark toxisch wirkte und es

sich also wohl nur um eine Hemmung des KGS-Abbaus handeln

kann.

Alle ubrigen wirksamen Sauren riefen eine kleinere KGS-Aus-
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scheidung hervor und zwar wurde pro Versuchstier meist zwischen
20—10 mg KGS ausgeschieden. Am starksten war noch die KGS-
Ausscheidung nach Belastung mit der Saure selbst; hiernach er-

schien im Harn pro Tier 18.2 mg, welches 3.5

—

i.O % der verab-

reichten Menge entspricht. Ebenso me bei den orientierenden

Versuchen wurde also der iiberwiegende Teil der verabreichten

Saure umgesetzt.

Eine beinahe ebenso starke KGS-Ausscheidung bewrkten die

Bernsteinsaure und deren Oxysaure, die 1-ApfeIsaure, welche ja

auch in Bezug auf die CS-Ausscheidung ziemUch gleiche Wirkung
batten. Die ungesattigte Fumarsaure bewirkte dagegen auch eine

kleine KGS-Ausscheidung, sogar etwas unter 10 mg pro Tier.

Die KGS-Ausscheidung nach Belastung mit all den anderen

angefiihrten Sauren lag in der Grosse so nah bei einander, dass es

sich erubrigt die einzelnen Werte anzufuhren. Erstaunlich beriihrte,

dass die Belastung mit Brenztraubensaure keine deutlich grossere

KGS-Ausscheidung hervorrief als zum Beispiel Essigsaure, Aceton-

dicarbonsaure, Aconitsaure und iso-Buttersaure. War es doch

SisiOLA gerade nach Belastung mit dieser Saure zum ersten Male

gelungen, KGS im Harn der Ratten zu isolieren. Auch war die

CS-Ausscheidung bei den BTS-Belastungen bedeutend hoher als

bei den anderen Sauren. Jedoch kann die recht stark positive

Hydrazonprobe bei diesen Versuchen auch teilweise durch aus-

geschiedene BTS bedingt werden.

Zu den in Bezug auf die KGS-Ausscheidung unwirksamen Ver-

bindungen und denen, die eine der gleichen Bicarbonatmenge

entsprechende Wirkung batten, gehoren die Natriumsalze folgender

Sauren; Citraconsaurc, 1-Asparaginsaure, d,l-Asparaginsaure, Milch-

saure, normal-Buttersaure, Oxalessigsaure(?), Glutaminsaure, /J-Gly-

cerinphosphorsaure, Tartronsaure und Mesoxalsaure. Wie man
sieht sind es dieselben Sauren, die auch keine erhohte CS-Ausschei-

dung verursachten. Nur die Essigsaure schien eine grossere KGS-
Ausscheidung hervorzurufen, als wie auf Grund der CS-Werte

erwartet werden konnte. Andererseits betrug die KGS-Ausschei-

dung nach Belastung mit Citraconsaure, die ja eine starke Erhohung

der Harn-CS verursachte, nur etwa 7 mg pro Ratte.

Was die Belastung mit Oxalessigsaure anbetrifft, sei nochmals

hervorgehoben, dass es unsicher scheint vneviel von dieser Saure

die Versuchstiere tatsachlich erhielten. Da die KGS-Ausscheidung

bei diesem Versuch sehr gering war, wahrend die Hydrazonprobe

stark positiv ausfiel, diirfte der Harn viel BTS enthalten haben.

In diesem Zusammenhang seien noch kurz die Belastungsver-
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suche mit 1200 Natrium enthaltcndcn Salzmengcn envahnt. Dcr-

artige Belastungen -wurden ausser mit Natriumbicarbonat nur

mit MS und BTS ausgefulirt. Sondcrbarci* Weise fiihrte die griissere

Dosis bei den Belastungen mit BTS weder zu einer starkeren KGS-
noch zu einer starkeren CS-Ausschcidung. Im Allgemeinen waren

die Tiere nach Belastung mit einer so grossen Menge stark mitge-

nommen, wenn sie aucb nicht eingingen. Wahrsclieinlich war
schon die grosse Natriummenge nicht ohne Einfluss auf die Tiere,

und es scheint als ob die grosse Dosis cine optimale Reaktion ver-

hindere. Dem entsprcchend wurdc bei der Belastung mit MS
fiber 15 mg wieder mit dem Harn ausgeschieden, wahrend die BTS-
Ausscheidung nur auf etwas fiber 3 mg stieg. Die KGS-Ausschei-

dung betrug bei demselben Versuch 6.7 mg pro Tier.

Alle im Vorhergehenden berichteten Befunde fiber die KGS-
Ausscheidung basieren sich so gut wie ausschliesslich auf die quan-

titative Bestimmung der Saure nach der im methodischen Kapitel

beschriebenen Methode. In cinigen Fallen wurden auch Bernstein-

saurekontrollbestimmungen gcmacht, sowohl aus der wassrigen

Fraktion nach Atherextraktion der 2.4-Dinitrophenylhydrazone

als auch aus der Atherfraktion des Hams, dem zur Kontrollbestim-

mung kein Hydrazin zugesetzt wurde. In keinem der gepruften

Falle konnte eine sichere Zunahme des Bernstcinsaurcgehalts

konstatiert werden, allerdings wurden langst nicht alle Belastungs-

urine hierauf geprfift. Diese Kontrollbcstimmungen waren schon

deswegen meist unausffihrbar, wcil nicht genfigend Harn ffir all

die Bestimmungen vorhanden war. Einen grfisseren Einfluss auf

die KGS-Werte dfirfte fernerhin selbst cin vermehrter Bernstein-

sauregehalt des Hams bei Extraktion mit nur einem FQnftel

Volumen Ather kaum gehabt haben, da die Bernsteinsaure, wie

envahnt, unter den angegebenen Bedingungen nur sehr wenig in

den Atherauszug fibergeht.— Schliesslich wurden die KGS-Werte
immer aproximativ durch die HydrazonausfaUungsprobe kon-

trolliert.

Was speziell die Isolierung und Identifizierung der KGS im Harn nach

Belastungsversuchen anbetriflt kann hier nur auf die friiheren Unler-

suchungen von Simola (1936—1939) hingewiesen werden. Dieser Forscher

hat sowohl nach Belastung mit BTS (1937) als auch nach Belastung mit

OBS (1938) im Harn der Ratten die KGS als 2.4-Dinitrophenylhydrazon

isoliert und durch qualitative Proben, Schmelzpunktbestimmung, Alkali-

verbrauch bei der Neutralisation und vor allem zahlreiche Mikro-

elementaranalysen verifiziert. Ebenso wurde von SiMOtA^ auch die

1 Nach persSnlicher unverSffentlicher Milteilung.
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KGS nach Belastung mit Bernsteinsaure und Fumarsaure im Ham
nachgewiesen.

Hier seien nochmals die von Simola gepriiften Eigenschaften der aus
verschiedenen Belastungsharnen isolierten 2.4-Dinitropheny]hydrazon-
verbindung envahnt.

1. Sie lost sich mit gelb-braunlicher, ziemlich heller Farbe in 5 % Soda-
losung im Gegensatz zur enlsprechenden Verbindung der BTS, die eine
tief rote bis burgunderrote Farbe bildet.

2. Der Alkaliverbrauch der Verbindung bei der Neutralisation mit
n/100 NaOH ist bedeutend grosser als derjenige der enlsprechenden BTS-
Verbindung und entspricht ziemlich gut dem Alkaliverbrauch des 2.4-

Dinitrophenylhydrazons der S3'nthetischen KGS. z. B. verbrauchen:

10 mg reinstes 2.4-Dinitrophenylhydrazon der BTS 3.70 cm® (theor. 3.73 cm®)

10 mgsjTithetisches » » der KGS 5.40 cm® (theor. 6.14 cm®)

1 0 mg der isolierten Hj-drazinverbindung meist ca. 6.00 cm® oder etwas mehr.

3. Die wiederholt gereinigte und aus Athylacetat umkristallisierte

Hj-drazinverbindung schmilzt meist bei 223—224°, welches dem Schmelz-

punkl der sj’nthetischen Verbindung entspricht. Ohne Auskristallisierung

aus Athjdacetat liegt der Schmelzpunkt tiefer zwdschen 218—220°.

4. Bei der Jlilcroelementaranalyse der isolierten Verbindung stimmt

nicht nur der C- und H-Gehalt mit dem theoretischen gut iiberein, sondern

auch der N-Gehalt. Ungenugend gereimgte Praparate enthielten dagegen

meist 1—3 % N zu wenig.

Als weiterer Beweis daXur, dass es sich um KGS handelt, muss ferner

angefuhrt werden, dass die Saure leicht durch Permanganat zu Bernstein-

saure oxj'diert wird, wie im Zusammenhang mit der Ausarbeitung der

quantitativen Methode gezeigt werden konnte. Die Bernsteinsaure kann

dlann als Silbersalz ausgefallt und identifiziert werden.

1, Man lost eine genau abgewogene Menge des Salzes in verdiinnte

Salpetersaure und titriert mit genau titrierter KSCN-Losung gegen Ferri-

ammoniumsulfat als Indikator. Aus der verbrauchten Menge der KSCN-
Losung kann der Silbergehalt der titrierten Salzmenge berechnet werden.

Der theoretische Silbergehalt des Silbersalze der Bernsteinsaure betragt

64.42 %; bei der Titrierung aus reinster Bernsteinsaure dargestellten Silber-

salzes wurde der theoretische Wert gefunden. Die bei der KGS-Bestim-

mung als bernsteinsaures Silbersalz isolierten Fallungen stimmen in Bezug

auf den Silbergehalt meist auffallend gut iiberein mit dem theoretischen

Wert. Ist das isolierte Silbersalz nicht vollig rein und ganz weiss, werden

bei der Titrierung etwas zu niedrige Silberwerte gefunden, aber nie unter

63 %. Zu beachten ist bei derartigen Bestimmungen ferner, dass das Silber-

salz nicht dem Tageslicht ausgesetzt werden darf, da sich die Fallung sonst

schwarzt durch Ausscheidung von freiem Silber oder Silberoxyd.

2, Nach den Vorschriften von Elziot und Greig (1937) kann man

aus dem Silbersalz auch die freie Saure herstellen und deren Schmelzpunkt

priifen. Die freie Saure erhalt man durch Behandlung des Silbersalzes
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mit Salzsaure und Entfernung der Silberchloridfallung oder durch Um-
setzung mit Schwefelwasserstoff und Abfiltrierung des Silbersulfids. Nach
mehrmaligen Eindunsten der Losung kann dann die Bernsleinsaure in

typischen Kristallen erhalten werden und durch Schmelzpunktbestim-

mung identifiziert werden (theor. Sp. 185°).

Wie schon hervorgehoben, wurde im Zusammenbang mit dieser

Arbeit die KGS nur in einigen Ausnahmefallen als 2.4-DinitropIic-

nylhydrazinverbindung isoliert und durch qualitative Proben

gepriift. Dagegen wurde de.s dfteren das bci KGS-Bestimmung
erhaltene Silbersalz auf den Silbergehalt und den Schmelzpunkt

der freien Saure untersucht. Meist erwies sich das isolierte Salz,

besonders wenn in der Analyse grdssere Mengen vorhanden waren,

als gut ubereinstimmend mit den theoretischen Werten fiir Bern-

steinsaure bzw. deren Silbersalz. —
Anschliessend sei noch einigcs iiber die KGS-Bestimmungen

nach Belastung mit Adipinsaure und Glutarsiiure berichtet. Bei

der Ermittelung des KGS-Gehalts des Hams warden ausserge-

wdhnlich hohe KGS-Mengen gefunden, fiir Adipinsaure in zwei Ver-

suchen 100 bzw. 85 mg pro Tier, fiir Glutarsaure 76 und 49 mg pro

Tier. Dies war umso auffalliger als von der Adipinsaure speziell

bekannt ist, dass sie nur schlecht abgebaut wird im tierischen Orga-

nismus. Nach den Untersuchungen von vor allem Flaschentr.Kger

unterliegt diese Saure beim Abbau ferner dor /?-0.\ydation, wobei

zunachst Bernsteinsaure entstehen wiirde und nicht KGS. Es gait

daher festzustellen, ob die im Ham bestimmte Siiure tatsachlich

KGS war, oder ob es sich eventuell um unverandert ausgeschiedene

Adipinsaure oder um Bernsteinsaure handelte. Eine starke KGS-
Ausscheidung nach Belastung mit Adipinsaure schien vorallem

auch deswegen unwahrs'cheinlich, als die Hydrazonprobe sehr

schwach ausfiel und der Harn auch nur relativ wenig CS enthielt.

Was die Belastung mit Glutarsaure anbetrifft, war die Hydrazon-

probe meist etwas starker und die CS-Ausscheidung nach Belastung

mit dieser Saure, wie schon gezeigt, sehr hoch. Daher erschien

eine starke KGS-Ausscheidung nicht ausgeschlossen. Denkt man
aber an eine direkte Bildung von KGS aus Glutarsaure, miisste

dies durch eine a-Oxydation der Saure geschehen. Ein derartiger

Oxydationsmechanismus diirfte bisher in der Biologic noch nicht

mit Sicherheit nachgewiesen warden sein. Wahrscheinlicher

schien die /?-Oxydation der Glutarsaure, analog der Adipinsaure,

wobei Malonsaure entstehen wiirde. Die intermediar gebildete

Malonsaure konnte dann ihrerseits zu einer vermehrten KGS-
und CS-Ausscheidung Anlass geben.



TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN USER DIE AUSSCHEID. USW. 123

Um diese Fragen naher zu klaren mussten erstens die Silbersalze, die

bei der KGS-Bestimmung erhalten wurden, auf ihren Silbergehalt durch
Titrierung mit KSCN-Losung (0.099-n) gepriift werden. Zu den Titrie-

rungen ^^•urden immer 50 mg der Silbersalze venvendet.

Belastung mit Adipinsdure. Theoretischer Silbergehalt des Silbersalzes

der Adipinsaure 59.4 %.

50 mg reinstes adipinsaures Silbersalz verbr. 2.72 cm® KSCN=59.7 % Ag.
50 mgisoliert. Silbersalz (1. Belastungsvers.) 2.70 cm® » =59.3 % Ag.
50 mg » » (2. » )

2.65 cm® » =58.3 % Ag.

Wie aus der Untersuchung des Silbersalzes hervorging, stimmte der

Silbergehalt auffallend gut mit dem theoretischen Gehalt des adipinsauren

Silbersalzes iiberein. Der theoretische Silbergehalt der Bernsteinsaure

betragt dagegen 64.4 % Ag.

Zur weiteren Klarung der Frage wurde ein neuer Belastungsversuch

mit adipinsaurem Natrium, in gleicher Menge wie bisher (900 mg Natrium),

vorgenommen. Belastet wurden 5 Ratten, die durchschnittlich 455 mg
der Saure erhielten. Der Sammelharn von 24 St. betrug 65 cm®, pro Tier

wurden also 13 cm® ausgeschieden. Zur Isolierung der KGS wurde der

filtrierte Harn mit demselben Volumen Wasser versetzt, wonach ein Ftinftel

Volumen der heissen Hydrazinldsung hinzukam. In 22 cm® Harn bildete

sich selbst nach mehreren Minuten keine Hydrazonfallung, die von der

Losung hatte abgesaugt werden konnen.

Ferner wurden 12 cm® des Hams zur gewohnlichen KGS-Bestimmung
venvendet. Fine zweite gleichgrosse Harnprobe wurde zur Kontrolle

genauso behandelt, aber ohne dass Hydrazinlosung hinzukam. Von beiden

Proben Avurden auch die Wasserfraktionen nach der Atherextraktion waiter

verarbeitet gemass der Bernsteinsaurebestimmungsmethode (vgl. Kapitel

11,2). Fine dritte Harnportion, 10 cm® wurde direkt ohne Atherextraktion

nach der Bernsteinsauremethodik analysiert. Das Silbersalz, welches sich

aus den verschiedenen Portionen ergab, wurde gravimetrisch bestimmt

und titrimetrisch auf den Silbergehalt hin untersucht.

Folgende Mengen wurden erhalten:

Portion 1. Atherauszug nach vorherigem Hydrazinzusatz: 178 mg
Silbersalz, Silbergehalt 59.1 %.

Portion 2. Atherauszug ohne vorherigen Hydrazinzusatz: 174 mg Silber-

salz, Silbergehalt 59.3 %.
Portion 3. Wasserauszug nach Extraktion der Portion 1: 361.5 mg

Silbersalz, Silbergehalt 59.8 %.
Portion 4. Wasserauszug nach Extraktion der Portion 2: 413.3 mg

Silbersalz, Silbergehalt 59.8 %.
Portion 5. Gesamtharn ohne Hydrazin und Extraktion: 470.3 mg

Silbersalz, Silbergehalt 59.3 %.

In alien Portionen stimmte der Silbergehalt auffallend gut mit dem

theoretischen Gehalt des Silbersalzes der Adipinsaure iiberein. In den
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•wassrigen Ausziigen war der Gehalt etwas hoher; dies konnte evenluell

durch Spuren von Bernsteinsaure verursacht werden. Auf Grund dieser

Bestimmungen und der Tatsache, dass keine Hydrazonfailung isoliert

werden konnte — dies geht auch aus der geringen Gewichtsdifferenz der

Silbersalze der Portionen 1 und 2 hervor — scheint es sicker, dass die im

Ham bestimmte Saure tatsachlich Adipinsaure war.

Rechnet man die Portionen 1 und 3 und ebenlalls 2 und 4 zusammen,

kann man ebenso wie aus der Portion 5 den Gesamtgehalt des Hams an

Adipinsaure berechnen:

Portion 1+3 = 539.5 mg Silbersalz= 1825.3 mg% Adipinsaure

Portion 2+4 = 587.3 mg » =1987.0 mg% »

Portion 5 (10 cm®)470.3 mg » =1909.4 mg% »

Durchschnitt=1907 mg% bzw. 248 mg Adi-

pinsaure pro Ratte in 24 St. Mit dem Harn wurden also etwa 54.5 %
der verabreichten Siiure ausgeschiedcn. Diese Mcnge stimmt gut mit den

in dem Schrifttum angegebenen Mengen iiberein.

Es kann nach diesen Untersuchungen konstatiert werden,

dass die Belastung mit Adipinsaure zu keiner nachweisbaren KGS-
Ausscheidung fiihrt.

Belastung mit Glutarsaure; Theoretischer Silbcrgehalt des Silbersalzes

der Glutarsaure 62.4 %.

50mg reinstes glutarsaures Silbersalz verbraucht 2.80 cm® KSCN= 61 .5% Ag.

50 mg isoliert. Silbersalz(l. Belastungsvcrs.) 2.83 cm® » =62.2% Ag.

50 mg » » (2. 9 2.78 cm® » =Gl.l%Ag.

Der Silbergehalt des isolierten Salzes schien hier, wenn auch die Unter-

schiede nur sehr gering waren, mehr mit dem Silbergehalt der Glutarsaure

als w'ie mit dem der Bernsteinsaure ubereinzuslimmen.

Es wurde zur weiteren Priilung der Frage ebenfalls ein driller Be-

lastungsversuch mit Glutarsaure ausgefuhrt. Belastet wurden 2 Ratten

mit der 900 mg Natrium enlsprechenden Menge des glutarsauren Natriums.

Die Tiere erhielten durchschnittlich 545 mg der Saure. Das Harnvolumen
betmg nach 24 St. 32 cm®, die Diurcse pro Tier war also 16 cm®.

Aus 9 cm® Harn wurde -wiederum versucht eine Hj'drazontallung zu

isolieren, jedoch entsland im Verlauf von etwa 2 Minuten nur eine schwache

Triibung.

Zweimal 8.8 cm® des Hams wurden wie bei der Belastung mit Adipin-

saure gemass den Portionen 1, 2, 3 und 4 untersucht. Eine Bestimmung
aus dem Gesamtharn (Portion 5) fand nicht slatt. Ergebnis der Analyse;

Portion 1. enthielt 49.4 mg Silbersalz, Silbergehalt wurde nicht beslimmt.

Portion 2. » 46.9 mg » » » 9
’»

Portion 3. » 298.1 mg » » 62.0 % Ag.
Portion 4. » 301.8 mg » » 61.5 % Ag.
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Auch bei diesen Bestimmungen stimmte also der Silbergehalt annahernd
mit dem theoretischen Gehalt des Silbersalzes der Glutarsaure liberein.

Der geringe Unterschied der Silbersalzmengen der Portion 1 und 2 zeigt

ebenfalls, dass der Earn praktisch keine KGS enthielt. Das aus den ver-

schiedenen Portionen isolierte SiJbersalz durfte daher grosstenteils Glutar-

saure gewesen sein.

Berechnet man die Gesamtausscheidung durch Addition von Portion

1 und 3 bzw. 2 und 4, erhalt man;

Portion 1 3=347.5 mg Silbersalz = 130.7 mg Glutarsaure in 8.8 cm®
Portion 2 -f 4=348.7 mg t>

— 131.1 mg » » »

Der Earn enthielt also etwa 1488 mg % Glutarsaure, welches 43.6 %
der verabreichten Menge entspricht. In diesem Versuch scheint also die

Umsetzung der Glutarsaure nicht viel grosser zu sein als die der Adipin-

saure. Dagegen soli nach den Untersuchungen von Baer und Blum nur ein

geringer Teil der Glutarsaure wieder unverandert mit dem Earn ausge-

schieden werden. Die Versuche dieser Forscher wurden an Eunden mit

experimenteller Phlorizindiabetes vorgenommen.

"Wie dem auch sei, zeigt der Kontrollbelastungsversuch mit

Glutarsaure mit Sicherheit, dass die Ratten keine KGS mit dem
Harn ausschieden. —
3. Die Acdonausscheidung. (Vgl. hierzu die Tabellen Nr. 29—32).

Ausser den KGS- und CS-Bestimmungen wurden am Zusam-

menhang mit den Belastungsversuchen mit Natriumaquivalenten

Salzmengen verhaltnismassig zahlreiche Acetonbestimmungen vor-

genommen.
Wie in dem Kapitel iiber den Einfluss des Hungers auf die

Acetonausscheidung gezeigt wurde, ist diese schon innerhalb phy-

siologischer Grenzen recht schwankend und leicht beeinflussbar.

Bei den Belastungsversuchen durfte jedoch im Verlaufe von 24 St.

eine direkte Inanitionswirkung auf die Acetonausscheidung kaum
eintreten, besonders da die Tiere in den Glastrichtern immer etwas

frische Kohlruben oder Mohrriiben erhielten. Trotzdem muss man
aber bei der Beurteilung der Acetonwerte vorsichtig sein und klei-

nen Schwankungen im Acetongehalt des Hams keine Bedeutung

beilegen. Erst wenn die Acetonausscheidung pro Ratte in 24 St.

deutlich fiber 100 y (0.1 mg) steigt, mag wohl eine Zunahme des

Harnacetons vorliegen, die in Beziehung zu dem Belastungsversuch

steht.

Setzt man etwa 100 y als obere Grenze der Acetonausscheidung

fest, findet man bei den Belastungsversuchen nur in einigen weni-

gen Fallen eine Steigerung der Acetonausscheidung, Eine extrem

Starke Acetonurie rief nur die Belastung mit den Natriumsalzen
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zweier Sauren hervor. Dies waren die Maleinsaure und die Aceton-

dicarbonsaure, beide in Mengen entsprcchend 900 irig Natrium.

In beiden Fallen war die Acetessigsaure bzw. Acetonprobe von

Lange stark positiv, dagegen Avar die Reaktion von Gerhardt

negativ.

Wie bereits erwahnt, wirkte die Maleinsaure im Belastungs-

versuch etwas toxiscli, es muss daher dahingestellt bleiben, wie

die Erhohung der Acetonausscheidung zu crklaren ist. Pro Ratte

warden etwas 2—2.5 mg Aceton ausgcschieden, wahrend der

OBS-Gehalt des Hams Avcnigstens nicht vcrmehrt erschien. Die

anderen wichtigen Dicarbonsaurcn, besonders die 1-Apfelsaurc

und die Bernsteinsaure batten dagegen garkeinen Einfluss auf die

Acetonwerte des Hams. Eine toxische Wirkung als Ursache der

Zunahme der Acetonausscheidung nach Belastung mit Maleinat

scheint daher am wahrscheinlichsten. Seinerzeit batten Baeh
und Blum (1907) bei Hunden mit Phlorizindiabetes koine Beein-

flussung der Aceton-, Zucker- und N-Ausschcidung nach Belastung

mit Malon-, Bernstein- und Brenzweinsiiurc (Methylbernstcin-

saure) feststellen konnen. HuszXk (1935) dagegen beobachtete

Acetonausscheidung nach Belastung mit Malonsiiure. In den bier

beschriebenen Experimenten wurde die Acetonausscheidung nach

Belastung mit I^Ialonsaure nicht untersucht.

Baer und Blum (1906—07) und Friedmann (1908) vertraten

auf Grund von Leberdurchblutungsversuchen mit verzweigten

Dicarbonsaurcn die Ansicht, dass eine Acetonbildung aus diesen

Sauren nicht in Frage kame, da die Carboxylgruppe gegenuber

der Methylgruppe sehr fest zu haften schien. In meinen Versuchen

rief die Citraconsaure (Methylm.aleinsaure) nur eine geringe Zu-

nahme der Acetonausscheidung hervor (pro Ratte etwas uber

0.25 mg).

Die starkste Acetonurie — uber 13 mg pro Tier — wurde bei

Belastung mit Acetondicarbonsaure beobachtet. Hier kann, wie

schon erwahnt, nicht sicher entschieden werden, ob unzersetzte

Acetondicarbonsaure mit dem Harn ausgcschieden wurde, oder

ob tatsachlich ein Abbau der Saure zu Aceton stattfand. Ein

Erhohung der OBS-Ausscheidung war auch in diesem Versuch

nicht festzustellen.

Eine deutliche Steigerung der Acetonausscheidung wurde auch

nach Belastung mit Natriumacetat beobachtet (etwa 0.5 mg pro

Tier). Dies stimmt gut iiberein mit der schon alten Auffassung,

dass aus Essigsaure AK entstehen konnen (u. a. Loeb, 1912).

Intressant ist in diesem Zusammenhange besonders, dass die
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Belastung mit Brenztraubensaure in Mengen entsprechend 300 bis

1200 mg Natrium prokg, keineSteigerungderAcetonausscheidung

bewirkte. Nur in einem einzigen Fall wurde ein Wert von etwas
liber 100 y erhalten. Bei den Belastungsversuchen vom Menschen
mit NatriumpjTuvat batten Simola und Krusius (1939) dagegen
eine ziemlicli beachtenswerte Zunahme der Acetonausscheidung

gefunden.

Auch der Aldol der BTS, welcher bekanntlich von vielen For-

schern als Zwischenglied zwischen der BTS und den AK ange-

seben wird, verursachte bei den Rattenversuchen nicht die ge-

ringste Vermehrung der Acetonwerte.— Ebenso hatte die Belastung

mit OBS keinc Erhohung der AK im Harn zur Folge. Eine leichte

Steigerung schienen dagegen die iso- und die normal-Buttersaure

hervorzurufen.

Zusammenfassend muss betreffs der Acetonausscheidung fest-

gestellt werden, dass bei Ratten durch die meisten Sauren, die

eine starke KGS- und CS-Aussclieidung verursachen, keine Zu-

nahme des AK-Gehalt des Hams hervorgerufen wird. Die einzigen

Ausnahmen bilden die Maleinsaurc, Essigsaure und Acetondicarbon-

saure.

C. Bclastungsvcrsnche mit absolut gleichen Mengen verschiede-

ner Sfiuren, verabrelcht als NatrlnmBalze (vgl. hierzu die Tabelle

Nr. 35).

Bei den bishcr erlauterten Belastungsversuchen, die haupt-

sachlichst mit Natrium aquivalenten Salzmengen ausgefiihrt

vurden, var der Gesichtspunkt massgebend, dass die Verwen-

dung eines konstanten Natrium- bzw. Alkaligehalts bei der Be-

lastung die beste Moglichkeit zum Vergleich der Wirkungsgrosse

der einzelnen Sauren biete. Andererseits schien es aber auch ange-

bracht den Einfluss der verschiedenen Natriumsalze bei Belastung

mit absolut gleichen Sauremengen zu vergleichen.

Derartige Versuche konnten jedoch nur mit einer beschrankten

Zahl wichtigere Sauren ausgefiihrt v-erden. Eine Ausdehnung

dieser Belastungsversuche auf all die bisher gepriiften Verbin-

dungen erubrigte sich im Verlauf der Arbeit auch deswegen, weil

die Resultate sich im Grossen und Ganzen nicht von denjenigen

nach Belastung mit Natrium gleichen Salzmengen unterschieden.

Als wirksame Menge vurde zu den Belastungen 2.5 g der freien

Saure pro kg Gev’icht gewahlt. Da das Gewicht der Ratten durch-

schnittlich etwa 200 g betrug, erhielten die Tiere meist 500 mg,

berechnet als freie Saure bzw. entsprechend mehr der Natrium-



128 FRANZ-EDUARD KRUSIUS.

salze. Bei alien Versuchen wurden die Natriumsalze als 5%-

Losung, berechnet auf den Sauregehalt, verabreicht. Diejenigen

Sauren, die nicht als Natriumsalze gewogen werden konnten, war-

den wie in den friiheren Versuchen mit starker Natriumhydroxyd-

Idsung vorsichtig bis pH 6.5—7.0 neutralisiert.

Tabelle Nr. 34.

Belastungsversuche bei Ratten mit der gleichen Menge aerschiedener Sauren,

verabreicht als Natriumsalz. 2.5 g. Sdure pro 1 kg Gewicht in SO cm? (6 %-
Losung), neutralisiert mit starker NaOH ad pH 0.5— 7.0.

Verabreichte SQure

(neutralisiert mit
Natriumhydro-

Harnmengc

in

24

St.

pro

Rattc

in

cm^*

on 4* =
o- E

Ausscheidung pro
Ratte in 24 St. in mg

Bemerkung

xyd)
" 3 on

^ S N
r? I KGS CS MS BTS

Brenztrauben-

saure-Aldol .... 10.0 8.2 36.0

sehr

viel 11 pH=5.9

|5-Oxybuttersaure 13.75 10»_60" 1.5 21.8 4.8 0.2 pH=8.2

Bernsteinsaure .

.

18.75- 5">60" 13.2 40.4 1.0 spez.Gew. 1.029

» 12.5 5"—45" 8.9 30.3 4.6 » 1.03G

» * 17.75 10">60" 18.7 17.8 pH =8.3

» * 19.0 — 18.0 37.1 (nur 2 Tiere)

Fumarsaure .... 18.25 5">60" 4.8 26.5 5.0 spez.Gew. 1.029

» .... 15.75 20">60" 4.8 52.0 8.3 » 1.034

^-Glycerinphos-

phorsaure .... 8.0 5">60" 1.6 7.4 8.1 1.8 pH=7.1

^ Die Belastungen wurden mit 4 Ratten pro Versuch angestellt, ausser der

letzte Versuch, zu dem 5 Ratten verwendet wurden.
* Diese Versuch, sind auch in der Tabelle Nr. 35 enthalten.

Die Ergebnisse sind aus der Tabelle Nr. 34 zu entnehmen.

Belastungsversuche wurden nur mit Brenztraubensaurealdol,

P-Oxybuttersaure, Bernsteinsaure, Fumarsaure und /l-Glycerin-

phosphorsaure ausgefiihrt. Neben der KGS- und CS-Ausscheidung

wurde besondere Aufmerksamkeit auf die Verfolgung der MS-
und BTS-Ausscheidung gerichtet.

Vergleicht man die Resultate dieser Belastungsversuche mit

denjenigen bei Belastung mit 900 mg Natrium enthaltenden Salz-

mengen (Tabelle Nr. 31), bemerkt man durchweg eine erheblich

schwachere Wirkung. Dies diirfte hauptsachlich dadurch zu er-

klaren sein, dass bei den Belastungsversuchen mit gleichen Saure-
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mengen eine kleinere Dosis verabreicht wurde. Andererseits ist

aber auch niclit abzuleugnen, dass die Reaktionsstarke der Ratten
bei den einzelnen Versuchen nicht immer gleich gross ist und dass
die Menge der augeschiedcnen Sauren natiirlich auch bis zu einem
gewissen Grade von der Grosse der Diurese abhangt. Diese »indi-

viduelleni> Schwankungen bei den Rattenversuchen findet man
schon beim Vergleich der Belastungsversuche mit denselben Sauren
in Natrium aquivalenten Mengen, vor allem in Tabelle Nr. 31.

Aber auch der Vergleich der ersten orientierenden Belastungs-

versuche (Tabelle Nr. 28) mit den Versuchen bei absolut gleichen

Sauremengen (Tabelle Nr. 34) zeigt, dass die Belastung mit unge-

fahr entspreclienden Salzmengen erne ziemlich verschieden starke

Wirkung haben kann.

Bei der Beurteilung der Resultate der Belastungsversuche darf

man daher im Allgemeinen auf Grund eines einzelnen Versuches

nicht zu veitgehende Schliisse iiber die Wirkung einer Saure auf

die Harnzusammensetzung ziehen; sind die Unterschiede in der

Wirkungsgrdsse bei Belastung mit verschiedenen Verbindungen

nicht sehr gross, reicht es vollig aus festzustellen, ob ein deut-

licher Effekt erzielt wurde oder nicht.

Beachtet man diese Vergleichsgrundsatze, unterscheiden sich

die Harnbefunde nach Belastung mit der gleichen Sauremenge

(Tabelle Nr. 34) prinzipiell nicht von den Resultaten bei den anderen

Belastungsversuchen. In diesen Versuchen wurde nicht die starkste

Wirkung durch den Aldol der BTS erzielt, sondern die Belastung

mit derselben Menge Bernsteinsaure fiihrte sowohl zu einer grosse-

ren KGS- als auch CS-Ausscheidung. Dies erklart sich dadurch,

dass bei Verabreichung natriumgleicher Mengen viel mehr Aldol

gegeben wurde als Bernsteinsaure (etwa 700 mg gegeniiber 460 mg
pro Tier). Bei Verabreichung gleicher, absoluter Mengen scheint

also die Bernsteinsaure virksamer zu sein als der Aldol der BTS.

Die Hydrazonausfallungsprobe nach Belastung mit Aldol

war stark positiv, wahrend der ermittelte KGS-Wert (etwa 8 mg
pro Tier) nicht so gross war. Dies erklart sich dadurch, dass der

Harn besonders viel Brenztraubensaure zu enthalten schien. Lei-

der missgluckte die BTS-Bestimmung, sodass die Grosse der

Ausscheidung nicht angegeben werden kann.

Die Resultate der Belastung mit Bernsteinsaure und Fumar-

saure entsprechen ziemlich gat denjenigen in Tabelle Nr. 31 und

auch den orientierenden Belastungsversuchen; dies erklart sich

dadurch, dass bei alien Versuchen ziemlich gleiche Dosen verab-

reicht wurden.

9
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Dagegen war die Wirkung der Belastung mit 2.5 g OBS
pro kg viel schwacher als in Tabelle Nr. 31, wo die Tiere

ungefahr 3.4 g der Saure pro kg erhielten. Die j3-Glycerinphos-

phorsaure war ebenso wie in den friiheren Versuchen ohne star-

keren Einfluss auf die KGS- nnd CS-Ausscheidung.

Die JIS- und BTS-Werte waren bei all diesen Belastungsver-

suchen etwas erhoht, jedoch konnte bier kein grosser Unterschied

in der Wirkung der verschiedenen Sauren festgestellt werden. Am
meisten erhohten die MS- und BTS-Ausscheidung ausser dem Aidol

die Fumarsaure und die Glycerinpbosphorsaure. Die beiden zu-

letzterwabnten Verbindungen stehen ja im Stoffwechsel in naher

Beziehung zur BTS und auch zur MS. Trotzdem darf aber auf

Grund dieser Versuche kaum auf einen direkten Dbergang dieser

Sauren in MS und BTS geschlossen werden.

Als wichtigstes Ergebnis obiger Versuche diirfte wohl die Tat-

sache angesehen werden, dass Brenztraubensaurealdol bei Be-

lastung in absolut gleichen Mengen die Wirkung der physiolo-

gisch wichtigen Dicarbonsauren auf die KGS- und CS-Ausscheidung

nicht iibertrifft. —

5, Belastungsversuche mit freien oder nur teilweise
neutralisierten orgfanischen S&uren.

Belastungsversuche mit freien, nicht neutralisierten Sauren

sind z^-eifellos als mehr oder wenig unphysiologisch anzusehen.

Bekanntlich besteht im tierischen Organismus in alien Geweben

und Kdrperflvissigkeiten eine sehr konstante H-Ionenkonzentra-

tion und alle Stoffwechselvorgange, die zu einer Verschiebung

derselben fiihren, werden dutch ein sehr empfindliches und viel-

seitiges regulatorisches System ausgeglichen. Es sei hier nur er-

innert an die verschiedenen Puffersysteme des Blutes und der

Kdrperfliissigkeiten, die Alkalireserve und die Veranderungen in

der Kohlensaurespannung usw., die bestrebt sind die geringsten

Verschiebungen im Saure-Basen-Gleichgevdcht des tierischen K6r-

pers auszugleichen. Eine sehr grosse Bedeutung bei diesen regula-

torischen Funktionen kommt vor alien auch den Nieren zu.

Jeder Dberschuss an Saure oder Base, der im Organismus im
Verlauf von Stoffwechselvorgangen entsteht oder mit der Nah-
rung zugefiihrt wird, muss letzten Endes dutch die Nieren wieder

ausgeschieden werden. Vor dieser Eliminierung des Saure- bzw.

Baseniiberschusses mit dem Harn miissen diese Verbindungen im
Allgemeinen aber erst neutralisiert werden.
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Ein starkes tJberwiegen von Alkalien durfte daher im Orga-
nismus dutch Mobilisierung organischer Sauren, die ja im Ver-
laufe des Stoffwechsels leicht entstehen, ausgeglichen werden.
Hierauf basierte Ostberg (1931), wie bereits erwahnt, seine Be-
funde uber die CS-Ausscheidung, indem er die Ansicht vertrat,

dass die Zunahme der Citratkonzentration des Hams als regu-

latorische Funktion der Nieren zur Aufrechterhaltung des Saure-
Basen-Gleichgewichts anzusehen sei. Wenn aucli die CS-Ausschei-

dung nicht nur diese Aufgabe zu erfiillen hat, wie viele Forscher
hervorgehoben haben und es auch aus den hier berichteten Unter-

suchungen hersmrgeht, durften die Ostberg’schen Befunde heute

doch allgemeine Anerkennung erlangt haben.

Andererseits scheint es aber auch sicher, dass der Organismus
eine ganze Reihe andere Sauren zur Ausgleichung eines vorhan-

dcnen Alkaliviberschusses verwendet. Die hier berichteten Ver-

suche durften deutlich gezeigt haben, dass u. a. auch die KGS
eine derartige Funktion zu erfiillen hat, wenn auch in viel geringe-

rem Masse als die CS.

Von anderer Sauren, die dieselbe Aufgabe haben, sei hier auch

die Kohlensaure erwahnt. Die Ausscheidung von grossen Carbonat-

mengen nach Bclastung mit Alkalisalzen ist schon lange bekannt,

u. a. richtete schon Karczag (1917) bei seinen Rattenversuchen

die Aufmerksamkeit hierauf. In meinen Belastungsversuchen

konnte ich ausser der Kohlensaure und den quantitativ ermittelten

Sauren in vielen Fallen eine starke Oxalsaureausscheidung beob-

achten. Diese war bisweilen so stark, dass sich nach kurzem Stehen

des Hams zahlreichc Oxalsaurekristalle bildeten. ^ Ferner schienen

die Belastungsharne auch oft aussergewohnlich grosse Quantitaten

Phosphat zu enthalten.

Die Milchsaure und Brenztraubensaure scheinen dagegen nicht

in hoherem Masse zur Ausgleichung des Baseniiberschusses in

Frage zu kommen. Bei den meisten Belastungsversuchen wurde

keine starkere Zunahme der Ausscheidung dieser Sauren gefunden.

Auch sprechen in gewissen Grade die Untersuchungen einiger

Forscher (u. a. Resnitschexko und Kosmin, 1929) fiber die Be-

ziehungen der MS-Ausscheidung nach Muskelarbeit zur Harn-

aciditat daffir, dass die Ausscheidung dieser Saure mit zunehmen-

der Aciditat wachst, woraus umgekehrt folgen wfirde, dass sie im

alkalischen Harn vermindert ist.

1 Quantitative Oxalsaurebestimmungen warden bisher nicht vorgenom-

men, jedoch konnte die Oxalsaurc auf Grund der typisehen Kristalle und

qualitatlver Eigenschaften identifiziert werden.
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Auch ein starkes t)berwiegen von Sauren bzw. H-Ionen, wel-

ches unter physiologischen Bedingungen viel haufiger der Fall

sein diirfte, wird vom tierischen Organismus ausgeglichen. Fur die

Neutralisierung des Saureiiberscliusses kommt einerseits die

Alkalireserve in Frage, anderererseits auch die Bildung von Am-
moniak durch Desaminierung von Eiweisstoffen und Purinkorpern.

Diese NHa-Bildung diirfte bekanntlich' vor alien in den Nieren

stattfinden.

Auf Grund dieser theoretischen Erwagungen war es intressant

auch die Wirkung der Belastung mit freien, unneutralisierten

Sauren auf die Harnzusammensetzung, und vor allem auf die KGS-
und CS-Ausscheidung zu untersuchen.

BeJastungen mit freien Sauren diirflen bisher nur in geringem Umfange

ausgefiihrt worden sein. Blatiiekwick und Long (1922) verabreichten 2

Versuchspersonen grosse Mengen Apfelsinensaft und untersuchten die

Gesamtausscheidung organischer Sauren nach dem titrimetrischen Ver-

fahren von van Slyke und Palmer (1920). Aus der Zunahme der organi-

schen Sauren im Harn schlossen diese Forsclier, dass ca. 6 % der verab-

reichten CS der Verbrennung entgangen sei. Da aber keine direkte CS -Be-

stimmung vorgenommen wurde, durften diese Versuche, wie Ostberc her-

vorhebt, kaum beweisend sein. Levi (1928) hat auch den Einfluss der Zu-

fuhr grosserer Mengen Citronensaft auf den Harn von Versuchstieren unter-

sucht und eine Zunahme der Phosphat- und Chloridausscheidung beobach-

tet. Die Ausscheidung organischer Sauren ^vu^de dagegen nicht unlersucht.

Ostberg (1931) fuhrte bei Menschen genaue Untersuchungen der CS-

Ausscheidung nach Verabreichung saurer Salze und freier Sauren aus.

Bei Belastung mit freier CS, bis zu 40 g, beobaclitete dieser Forscher bei den

Versuchspersonen in Bezug auf die CS-Ausscheidung individuelle Variatio-

nen; im Allgemeinen kam es jedoch zu einerverminderten CS-Ausscheidung,

wenn das Saure-Basen-Gleichgewicht durch die verabreichte Saure beein-

flusst wurde, welches durch ein Sinken des Harn-pH:s und eine Zunahme

der Ammoniakausscheidung zum Ausdruck kam. War dagegen keine

Stoning dieses Gleichgewicht zu beobachten, konnte es in einigen Fallen

zu einer leichten Zunahme der CS-Ausscheidung kommen, aber auch dann

wurde nur ein sehr geringer Teil der verabreichten Menge im Harn wieder-

gefunden. — Nach Zufuhr von Calciumchlorid (bis zu 30 g), Ammonium-
chlorid (8 g) und Salzsaure (bis zu 7 g) an mehreren aufeinander folgenden

Tagen nahm die CS-Ausscheidung mit dem Ham bis auf nicht mehr nach-

weisbare Spuren der Saure ab. Ahnliche subnormale CS-Werte fand dieser

Forscher fernerhin bei pathologischen Zustanden, bei denen eine starke

Verschiebung des Saure-Basen-Gleichgewichts vorlag, wie z. B. diabe-

tische Acidose, Uramie, schwere Nierenkrankheiten etc.

Ausser diesen Untersuchungen uber die CS-Ausscheidung nach Verab-

reichung freier Sauren habe ich im Schrifttum keine Angaben gefunden.
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Belastungsversuche mit freien Sauren wurden im Zusammen-
hang mit dieser Arbeit nur in beschranktem Masse ausgefuhrt,

Es sei gleich anfangs bemerkt, dass die meisten Sauren in freien

Zustand, in Dosen entsprechend den verabreichten Salzmengen
meist nicht von den Versuchstieren vertragen ^vurden und auf
diese stark giftig wirkten. Ob es sich hierbei urn eine direkt lokale

atzende Wirkung auf die Magendarmschleimhaut handelte, oder

ob die Verabreichung so grosser Mengen von H-Ionen zu einer nicht

zu kompensierenden Verschiebung des Saure-Basen-Gleichgewichts

im Organismus fuhrte, mag dahingestellt bleiben. Jedoch scheint

es unwabrscheinlich, dass ein grosser Teil der organischen Sauren,

die viel schwacher dissoziert sind als die Salzsaure und weniger

sauer reagieren als die Magenfliissigkeit, binnen einiger Stunden zum
Tode fiihrende Schleimhautlasionen hervorrufen. Ausserdem
diirften bei alien Belastungen mit Sauren starke Nierenschadi-

gungen vorgelegen haben, denn in den Fallen, wo uberhaupt Harn
erhalten wurde, enthielt derselbe immer Eiweiss. In anderen

Fallen wiederum wurde garkein Harn erhalten, oder wenigstens

war die Diurese trotz Verabreichung grosser Fliissigkeitsmengen

deutlich herabgesetzt.

Derarlige Belastungsversuche wurden daher ausser mit CS

nur mit einigen der physiologisch am wichtigsten Dicarbonsauren,

namlich der Bernsteinsaure, 1-Apfelsaure und Fumarsaure ausge-

fuhrt. Fcrner wurde auch die Glutaminsaure als Salzsaurever-

bindung verabreicht.

Die Rcsultate dieser Versuchc sind in der Tabelle Nr. 35 zusam-

mengefasst. Die Giftigkeit der verschiedenen Sauren war sehr

vcrschieden. Die 1-Apfelsaure wurde in Mengen von 3.5 g pro kg

relativ gut vertragen, ebenso die CS, 2.5 g pro kg. Dagegen wirkte

die Bernsteinsaure in Mengen von 2.5 g pro kg stark giftig, indem

von insgesamt sieben Tieren vier starben. Auch 2.0 g Fumarsaure

pro 1 kg wirkten stark giftig. Dagegen wurde die grossere Dosis

Glutaminsfiure-HCl von den Tieren gut vertragen. Da die Harn-

ausscheidung der Versuchstiere nach Belastung mit freien Sauren

immer sehr gering war, konnte aus praktischen Grunden mit Aus-

nahme des Versuchs mit Apfelsaure, die MS- und BTS-Ausschei-

dung nicht untersucht werden. Auch die AK konnten nur in einem

Falle, nach Belastung mit Glutaminsaure, bestimmt werden.

Die Ergebnisse dieser Belastungsversuche waren ungefahr die

theoretisch erwarteten. Bei keinem der Versuche wurde eine

positive Hydrazonprobe erhalten. Ebenso waren auch alle KGS-

Werte, die ermittelt werden konnten, ganz niedrig, wenn auch
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wohl kaum niedriger als im Normalharn. Nur nach Verabreichung
der Glutaminsaure-HCL war ein leicht erhohter Wert vorhanden,
jedoch durfte diese schwache Saure, wde die grosse Diurese und das
Fehlen von Albumin im Harn zeigt, nicht so giftig gewirkt bzw.
keine starkerc Verschiebung des Saure-Basen-Gleichgewichts ber-
vorgerufen haben.

Die CS-Ausscheidung war am kleinsten nach Belastung mit
Sauren, die am giftigsten wirkten. Jedoch \sTirden in keinem Fall

subnormale Werte erhalten. Bei Belastung mit freier Apfelsaure

war die CS-Ausschcidung deutlich erhoht (ca. 7 mg pro Tier, 10

—

15-fache Steigerung), aber auch nach Verabreichung der giftig

wirkenden Bernsteinsaure war die Ausscheidung etwas grosser als

normal. Bei der CS-Belastung wurden beinahe 17 mg CS mit
dem Harn ausgeschieden, welches etwa 3.5 % der verabreichten

Menge entspriclit. Nach Verabreichung von Fumarsaure und
Glutaminsaure entsprachen die CS-Werte ungefahr der Normal-

ausscheidung.

Nach Belastung mit Apfelsaure wurde ein verhaltnismassig

holier BTS-Wert gefunden; die Ausscheidung pro Ratte betrug

etwa 7 mg. Auf Grund dieser einzigen Bestimmung kann man
jedoch nichts Sichcres hieruber sagen.

Um ferner den Einfluss des Neutralisationsgrades der verab-

reichten Sauren auf die Harnzusammensetzung naher zu unter-

suchen, wurden zwei Versuchsreihen mit verschieden stark neutra-

lisierten Sauren vorgenommen. Zu beiden Versuchen wurde die

Bernsteinsaure in Mengen von 2.5 g pro kg gewahlt, da ja diese

IMenge bei Verabreichung als Natriumsalz cine starke KGS- und

CS-Ausscheidung hervorruft.

Die Saure wurde in beiden Versuchsserien vollig unneutrali-

siert (ohne NaOH-Zusatz) verabreicht, ferner halbneutralisiert,

mit der halbcn theoretischen Alkalimenge (0.85 g NaOH pro 2.5 g
Bernsteinsaure), ganz neutralisiert (1.70 g NaOH pro 2.5 g Bern-

steinsaure) und schliesslich etwas uberneutralisiert (1.87 bzw.

1.9 g NaOH pro 2.5 g Bernsteinsaure). Das pH der verabreichten

5 % Losungen war entsprechend etiva 2.5, 5.0, 7.0 und 8.5 bzw.

im zweiten Versuch 9.0. —
Die Ergebnisse der Harnuntersuchungen sind aus der Tabelle

Nr. 36 zu entnehmen. Bei Verabreichung der freien Saure war die

Hydrazonprobe negativ. Leider konnte die KGS wegen der kleinen

Diurese nicht bestimmt werden. Die CS-Ausscheidung war aber

klein. Die halbneutrabsierte Saure rief in beiden Versuchen schon

eine starke Zunahme der KGS- und CS-Ausscheidung hervor. Am
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grossten war diese jedoch nach Verabreichung der vollig neutrali-

sierten Saure. Dagegen waren die Werte nach Verabreichung der

uberneutralisierten Saurelosungen viel weniger erhoht. Hier war
also wieder dasselbe paradoxale Verhalten, wie nach Verabreichung

grosser Alkalimengen zu beobachten. Es scheint als ob in diesen

Versuchen der geringe tJberschuss an Natriumhydroxyd bereits

leicht toxisch ge-nirkt und zu einer gewissen Hemmung der CS-

und KGS-Bildung gefuhrt hat.

.A.US diesen JE^perimenten geht eindeutig herx’or, dass die Ver-

abreichung freier oder nur teilweise neutralisierter Sauren nicht

dieselbe Wirkung auf die KGS- und CS-Ausscheidung hat wie die

der entsprechenden Neutralsalzc. Wenn auch bei den Ratten-

versuchen nach einmaliger Belastung mit diesen verhaltnismassig

schwach dissoziierten Sauren immer noch nachweisbare KGS-
und CS-Mengen im Harn vorhanden waren, ist es doch offenbar,

dass sich nicht nur die CS- sondern auch die KGS-Ausscheidung

im Sinne dcr OsTBERo’sclien Sauie-Basen-Gleichge\sichtstheorie

verhielt.



IV. Komplementierende experimentelle Unfer-

suchungen bei Meerschweinchen und Kaninchen.

1. Meerschweinchenversuche (vgl. Tabelle Nr, 37).

Anschliessend an die Rattenversuche soil nun noch kurz fiber

einige Belastungsversuclie mit anderen Tieren berichtet werden.

Im Folgenden werden zuerst die mit Meerschweinchen angestellten

Untersuchungen erlautert.

Ebenso wie bei den Rattenversuchen wurden auch bier alle Belastungen

oral ausgefiihrt. Im ubrigen war die Technik der Verabreichung der Losun-

gen und der Harnsammlung dieselbe wie friiher.

Die Versuchstiere befanden sich auf der gewohniiclien Standartkost

des Laboratoriums, welche folgende Zusammensetzung halte:

Schwarzer Haler 45 %
Weizenkleie 45 %
Kasein 4.5 %
CaCOa 4,5 %
NaCl 1.0 %

Ausserdem erhielten die Tiere taglich Heu, Kohl, Kohlriiben und anderes

Griinfutter.

Zu den Belastungsversuchen wnirden meist ausgewachsene Tiere

zwschen 400—800 g verwendet; durchschnittlich betrug das Gewicht der

Tiere etwa 650 g. Zu alien Belastungsversuchen wnirden immer neue,

friiher nicht verwendete Tiere benulzt.

Die Sauren wurden wie bei den Rattenversuchen als neutrale Natrium-

salze in Natrium aquivalenten Mengen verabreicht. Belastungen wurden

vorgenommen mit Brenztraubensaure, Bernsteinsaure, Fumarsaure,

Citronensaure, Milchsaure und Gluconsaure. Im Sammelharn von 24 St.

ivurde ausser den quaJitativen Proben auf AK und BTS und der Hydra-

zonprobe, die KGS-, CS-, MS- und BTS-Ausscheidung quantifativ be-

stimmt.

Zum Vergleich "wurde zweimal der Harn von Normaltieren und ein-

mal der Harn nach Verabreichung physiologischer Kochsalzlosung unter-

sucht.

Die Belastungsversuche ^^nl^den mit steigenden IMengen der verschie-

denen Salze bis zu toxischen Gaben vorgenommen.
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Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle Nr. 37 zu-
sammengestellt.

Die jMeerschweinchen erwiesen sich als weniger widerstands-

fahig bei der Belaslung mit den Natriumsalzen, indem Gaben, die

von den Ratten symptomlos vertragen wurden, oft bereits letal

•nlrkten. So wirkten die Natriumsalze der Gluconsaure und Brenz-
traubensaure schon in Dosen entsprechend 900 mg Natrium pro kg
stark giftig, Avahrend die Bernsteinsaure und Citronensaure noch
in Dosen entspi'echend 1000 mg Natrium vertragen wurde. Die
totliche Grenze dieser Sauren lag bei Saizmengen mit 1200 mg
Natriumgehalt pro kg. Am besten wurde noch die Milchsaure ver-

tragen, die in Mengen entsprechend 1200 mg Natrium nicht zum
Tode der Tiere fiihrte.

Im Allgemeinen hatte bei den Meerschweinchenversuchen die

Bclastung mit den genanntcn Verbindungen einen weniger starken

Einfluss auf die KGS- und CS-Ausscheidung als bei den Ratten-

vcrsuchen, jedoch war die Wirkung auf die Harnzusammensetzung
gnmdsalzlich dicsell)e. Die teilweise scliwachere Reaktion der

Mecrschweinchen durftc, wenigstens bis zu gewissem Grade, da-

durch zu crklarcn sein, dass die Tiere viel empfindlicher sind als

die Ratten und oft zu grossc Gaben erhielten. Bei der Verabrei-

chung von toxischcn Dosen tritt namlich genau wie bei den Ratten

eine Hemmung der Wirkung ein, sodass die ausgeschiedene KGS-
und CS-Mengc oft kleiner ist als bei der Belastung mit weniger

grossen Dosen.

Die grosste KGS- und CS-Ausscheidung wurde bei den Meer-

schweinclien nach Verabreichung von brenztraubensaurem Natrium

in 750 mg Natrium ent-sprechenden Mengen beobachtet. Die Be-

lastung mit grosseren Mengen Bernsteinsaure und CS hatte einen

viel kleineren Effekt. Die CS-Belastung schien iiberhaupt keinen

sicheren Einfluss auf die KGS-Ausscheidung zu haben, dagegen

wurden von dor vcrabreichten Saure bei Belastung mit 1000 und

1200 mg Natrium entsprechenden Mengen 4—9 % im Harn wieder-

gefunden. Die MS hatte ebenso xvie bei den Rattenversuchen keinen

deutlichen Einfluss auf die CS- und KGS-Ausscheidung. Auch

die Wirkung der Fumarsaure war sehr gering, allerdings wurde

diese nur in kleiner Dosis versucht (300 mg Natrium).

Auch die MS- und BTS-Ausscheidung war bei alien Belastungen

etwas erhoht. Die hochstcn MS-Werte wurden nach Verabreichung

von Pyruvat gefunden, wohingegen bei diesen Versuchen keine

Zunahme der BTS-Ausscheidung zu konstatieren war.

Die AK-Ausscheidung wurde nicht quantitativ verfolgt, jedoch



Verabreichte Saure

Verabreichte

Dosis pro 1 kg
Gewicht gewo-

gen als Verabreichte

Natriummenge

pro

1
kg

Ge-

wiclit

in

mg

O g 2 . 5

^ g
« n o

g

r*“ ST ^ 2. co £, 2 ^ ^

S'-
s ws S’ g sSaure Na-Salz

Nihil 0 4

»
1

0 4

0.85 % NaCl-Losung .... 12 2

Brenztraubensaure 2.452 1 2

» ...... 3.065 2

» ...... 3.065 4

» 3.678 900 mSm 2

» 4.904 1200 2

Bernsteinsaure 2.565 1000 20 2

3.078 1200 20 2

» 3.843 1500 20 2

Citronensaure 3.740 1000 20 2

» 4.114 1200 20 2

» 5.610 1500 20 2

Fumarsaure 0.757 300 20 2

Milchsaure 2.505 600 20 2

3.758 900 20 2

» .............. 5.010 1200 1 20 2

Gluconsaure 2.636 300 20 2

» 5.272 600 20 2

» 7.908 900 20 2

1 Zu den Belastungsversuchen warden ausgewachsene Meerschweinchen
von 430—800 g Korpergewicht ven,vcndet. Das Durchschnittsgewicht der

Tiere betrug 650 g. Alle Belastungen wurden, wie bei den Rattenversuchen,
per os ausgefiihrt. Die Bernstein- und Fumarsaure wurden mit starker NaOH
zu pH 7.0 neutralisiert, die tibrigen Verbindungen warden als Natriumsalze
gewogen.
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Nr. 37.

Verabreichung von. Natrium-Salzen verscliiedener Sauren.

® In alien Harnproben waren die qualitativen Proben auf AK (Lange und

Gerhardt) negativ. Auch die Farbreaktion von Simon-Piaux war niemals

positiv.
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waren die Proben von La.nge und Gerhardt in alien Belastungs-

nrinen negativ.

2. Kaninchenversuche (vgl. Tabelle Ni*. 38).

Schliesslich wurden auch einige Belastungsversuche mit Na-

triumpyruvat bei Kaninchen vorgenommen. Derartige Versuche

hatte seinerzeits, wie bereits erwahnt, vor allem Mayer (1912)

ausgefiihrt und nach Verabreichung grosserer Dosen Glucosurie

bei den Versuchstieren konstatiert. Bei seinen Experimenten

hatte dieser Forscher verschiedene Applikationsarten des brenz-

traubensauren Natriums probiert und gefunden, dass die Kanin-

chen die subcutane Verabreichung am besten vertrugen.

Bei oraler Belastung gingen die Tiere nach Verabreichung von 10

—

15 g Natriumpyruvat samtlich an akuten Entziindungserscheinungen des

Magendarmkanals zugrunde. Bei intravenoser Einspritzung von 500 mg
des Natriumsalzes starben die Tiere schon nach Injektion der ersten Tropfen

unter Krampfen. Bei subcutaner Verabfolgung vertrugen Tiere von 2

—

2.5 kg 7—8 g Brenztraubensaure, gegeben als Natriumsalz, wahrend
9—10 g meist zum Tode der Tiere fuhrte.

Bei den bier berichteten Versuchen wurde Kaninchen von an-

nahernd 3 kg Gewicht das Pyruvat in steigenden Dosen per os

gegeben. Versuchstier Nr. 2 erhielt pro 1 kg Gewicht genau die

300 mg Natrium enthaltende Salzmenge (Gewicht 2.75 kg, also

3.977 g Na-pyruvat oder 825 mg Natrium). Kaninchen Nr. 3

erhielt unabhangig von seinem Gewicht genau die doppelte Menge,

Kaninchen Nr. 4 die dreifache und Kaninchen Nr. 5 die vierfache

Menge. Da die Tiere ungefahr 3 kg wogen, entsprechen die verab-

reichten Mengen also ungefahr 600, 900 und 1200 mg Natrium pro

kg Gewicht.

Als Kontrolle wurde ein weiteres Tier (Kaninchen Nr. l)ver-

wendet, das nicht belastet wmrde. Endlich wurde auch eine Be-

lastung mit einer 300 mg Natrium entsprechenden Menge pro kg

vorgenommen, wobei dem Kaninchen (Versuchstier Nr. 6) die

Losung intravends eingespritzt wurde. Hierbei wurde das Pyruvat

(3.759 g bzw. 780 mg Natrium) in 11 cm® steriles destilliertes Wasser

gelost und sehr langsam in die Ohrven eeingespritzt (etwa 1 cm® pro

Minute). Da das Tier nach Einspritzung von ca. 6 cm® einen

Dyspnoeanfall undKrampfe bekam, wurde der Rest erst nachVer-
lauf von 8 St. gegeben. Die zweite Einspritzung vertrug das

Tier symptomlos. Auch von diesem Tier wurde der Sammelharn
von 24 St. seit Beginn der Belastung untersucht.
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Ehe auf die Harnuntersuchungen bei dicscn Versuchen eingegangen

-vvird, muss noch envahnt werden, dass die Kaninchen das gebrauchliche

Fuller beslebend aus sclnvarzem Hafer (mil Schalen), Heu und Grun-

luller, vor allem KobI, Kohlruben clc. erhallen ballen.

Die Harnsammlung gescbali in Melallkafigen, deren unlerer Boden

in einen Trichler auslief, wahrend das Kaninchen auf cinen Zwischenboden

aus engmascbigem Drahlnelz sass. — Wahrend der Harnsammlung cr-

hiellen die Tiere Kohl- oder Riibenfuller wie vor dem Versuch.

Die Ergebnisse dieser Vcrsuchc sind in der Tabelle Nr. 38 zu

finden. Wie man sieht wurde in diesen Versuchen die Dosis von

etwa 12 g Pyruvat entsprecbend 900 mg Natrium pro kg gut von

dem Versuchstier vertragen. Die Dosis von etwa 16 g (1200 mg
Natrium pro kg) fuhrtc dagegen 25 St. nach der Belastung zum
Tode. — Bei der intravcnosen Vcrabreichung von 3.76 g Pyruvat

(d. b. 300 mg Natrium pro kg) starb das Versuchstier 3 Tage nach

der Belastung an Lungcnentzundung. Die grossere Tolcranz der

Kaninchen bei diesen Versuchen, l)esonders bei intravenoser Verab-

reichung, im Vergleich zu den Untersuchungen von Mayer, diirfte

dadurch zu erklaren scin, dass die von diesem Forscher vcrwendcten

BTS-Praparate mit anderen Sauren verunreinigt varen. Es be-

steht ferner die Moglichkcit, dass bei der intravcnosen Belastung

etwas iiberneutralisierte BTS-Losungen verwendet wurden, dieschon

auf Grund ihrer alkalischen Reaktion stark toxisch wirken miissen.

Bei den Kaninchenversuchcn vurde der Harn qualitativ auf

Zucker, Aceton und Eiweiss untersucht; ferner wurde das spezi-

fische Gewicht bestimmt und die Probe von Simon-Piaux auf

BTS und die Hydrazonausfallungsprobe auf Carbonylverbindungen

ausgefiihrt. Quantitativ wurde die KGS-, CS, MS-, BTS- und

Bernsteinsaureausscheidung untersucht.

In keinem der Belastungsurine waren die Reduktionsproben

auf Zucker positiv. Die von Mayer beobachtete Zuckerausschei-

dung nach Belastung mit BTS konnte also nicht bestatigt werden.

Zu demselben negativen Resultat sind bekanntlich auch viele

andere Forscher schon friiher gekommen.
Auch die Proben auf AK (Lange und Gerhardt) waren bei

alien Versuchen negativ. Dagegen war die Reaktion von Simon-

Piaux im Harn der Kaninchen Nr. 4, 5 und 6 leicht positiv. Eiweiss

wurde nicht mit dem Harn ausgeschieden.

Der Belastungsharn reagierte in alien Fallen stark alkalisch

rmd enthielt viel Carbonate. Das spezifische Gewicht des Hams
war nach der Belastung ebenfalls erhoht, was ja ohne weiteres ver-

standlich ist.
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Die KGS-Aussclieidung nahm nach Bclastung mit BTS stark

zu. Die grSsste Ausschcidung wurdc nach Verabreichung einer

millleren Dosis (ungcfrdir GOO mg Natrium pro kg) gefunden,

wShrcnd hohcrc Doscn nur cine geringere Zunahme bewirkten.

Die Kaninchcn vcrhiciten sich bei diescn Versuchen also ahnlich

wie die Mccrschwcinchen bei Bclastung mit PjTuvat. Die grdssere,

toxisch wirkcnde Pyruvalmcngc schcint demnach eine Hemmung
dcr KGS-Ausschcidung zu vcranlasscn. Die BernsteinsSurcaus-

schcidung wurde auch bei den Kaninchcn im Vergleich zu der

Normalausschcidung nicht bccinflusst.

Sonderbar war bei den Kaninchcnvcrsuchcn, dass die CS-Werte
nicht so stark anstiegcn wie die KGS-Wcrtc, ^ Dbcrhaupt war
die CS-Ausschcidung, auch bcim Kontrollkaninchen, erstaunlicli

klein im VcrliHltnis zur MS-, KGS- und Bcrnstcinsaurcaussclieidung.

Die MS-Ausschcidung sclieinl bei dicsen Tieren sclion untcr

normalcn Bedingungen vicl grosser zu scin als die Ausschcidung

dcr andcrcn Sfiurcn. Nach Bclastung mit BTS nahm sie jedoch

noch dcutlich zu. Dagcgcn war die BTS-Ausschcidung sehr gering

selbst nach Bclastung mit grosscren Pyruvialmengcn. Im normalen

Kaninchcnharn konnte oft garkeinc BTS nachgewicscn werden. “

Nur bei dcr intravcnoscn Verabreichung dcs Pyruvats wurde eine

grosscre Mengc BTS mit dcm Harn ausgcschieden, jcdoch auch

dann nur ctwas ubcr 2 % dcr vcrabrcichtcn Mengc.

Die in dicscm Kapitcl kurz crlautertcn Mccrschweinchen- und

Kaninchcnvcrsuche sind nur in relati%' gcringcr Zahl vorgenom-

mcn wordcn. Auch wurde nur die Wirkung der Bclastung mit

Natriumpyruvat und den Natriumsalzcn einiger andercr Saurcn

auf die Harnzusnmmcnselzung unlcrsucht. Man muss sich daher

vor wcilgchcnden Schlussfolgcrungcn aus den Ergebnissen hiiten. Es

schcint jcdoch berechtigt zu .sagen, dass die Wirkung der Belastungs-

versuche auf dicTIarnzusammcnsclzung dicser Tiere grundsatzlich

sehr ahnlich ist wie bei den Ratten. Bei alien drei Tierarten komnit

cs nach oralcr Verabreichung derNalriumsalzcphysiologisch wich-

tiger Saurcn zur sUirkcn Zunahme dcr KGS- und CS-Ausscheidung,

wahrend die MS-, BTS-, Bcrnstcinsilurc- und Acetonausscheidung

nur weniger oder garnicht becinflu.s.st zu werden scheint.

* Die KnninclicnvcrsucJic cntspreclicn In Bczur auf die KGS- und CS-

AussclieidunR mclir den Mcnsclicnvcreuchcn von Simola und Knusius (1939);

auch bcim Mensclicn nahm die KGS-Ausschcidung nach Bclastung mit BTS
starl: zu (elwa 40-fncli) w.'ihrcnd die CS-Ausschcidung nur massig erhoht war
(2—3-fnch),

* lis wurden zahlrcichc derartige Bestimmungen ausgefhhrt, die Werte

brauchen hier aber niclit angcfOhrt zu werden.

10



V. Besprechung der Ergebnisse.

Es erhebt sich nun die Frage, wie die beschriebenen Versuchs-

ergebnisse zu deuten sind. Beim Uberblicken der erzielten Resul-

tate sind die Veranderungen in der Ausscheidung der CS und KGS
am augenscheinbchsten. Dagegen ist es eine bemerkenswerte

Tatsache, ganz im Gegensatz zu den Vorstellungen, die anfangs

teilweise Anlass zu dieser Untersuchung gaben, dass keine Beein-

flussung der BTS- bzw. MS-Ausscheidung konstatiert werden

konnte. Weder die verschiedenen Kostgemische und die Verab-

reichung von Alkalien, noch die Belastungsversucbe mit verschie-

denen, dem BTS-Umsatz nahestehenden Verbindungen verur-

sachten irgendeinen deutHcheren Einfluss auf die BTS- bzw.

MS-Menge im Harn. Selbst bei Belastungsversuchen mit BTS
Oder MS war nur selten eine gewisse Zunahme der Ausscheidung

dieser Sauren im Harn zu beobachten.

Diese Resultate, so erstaunlich sie anfangs scheinen, stimmen

aber zuguterletzt uberein mit friiher in diesem Laboratorium erho-

benen Befunden. Wie erwahnt, wies Simola im Harn B-avitami-

notischer Ratten grosse Mengen KGS, aber keine deutliche BTS-

Ausscheidung nach, ganz im Gegensatz zu den friiheren Annahmen.

Und auch nach Belastung mit BTS fand er starke KGS-Ausschei-

dung ohne deutliche Zunahme der BTS-Ausscheidung. Man muss

wohl aus diesem, so zu sagen negativen Verhalten der BTS bei all

diesen Versuchen folgern, dass die im intermediaren Stoffwechsel

gebildete BTS, ebenso wie die MS, zum weitaus uberwiegenden

Teil umgesetzt wird und dass mit dem Harn meist nur ein geringer

Prozentsatz ausgeschieden wird. Jedenfalls verhalt sich die BTS-

und MS-Ausscheidung in vieler Beziehung kontrar zu derjenigen

der CS und KGS, denn meine Untersuchungen zeigen, dass all die

Faktoren, welche eine starke Einwirkung auf die CS- bzw. KGS-
Bildung haben, ohne deutlichen Einfluss auf die BTS- und MS-
Ausscheidung sind.
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Audi in Bezug auf die AK waren meine Versuche ziemlich

negaliv. Dass bei absolutem Hungerzustande eine vermehrte AK-
Aussdieidung vorkommen kann, war sdion fruher bekannt. Die
verschiedenen Koslformen und die Belastungen mit den meisten
versuchtcn Sauren batten keinen sichereren Einfluss auf die AK-
Ausscbeidung. Eine Ausnahme bilden ausser der Acetondicarbon-

saure und dem Aceton, deren Wirkung auf die AK-Ausseheidung
ohne weiteres versUindlich crscheint, nur die Essigsaure und die

Maleinsaure. Die Bildung von vor allem Acetessigsaure aus Essig-

saurc ist schon cine lang bekannte Tatsache; dagegen ist die Wir-
kung dcr Malcinsaurc in diescr Bcziehung schwerer zu erklaren.

Jedoch mochte man am chcstcn an eine Giftwirkung denken.

Besondcrs die Malonsaurc soli nach Kpebs und Johnson im Tier-

vcrsuch dcrart die AK-Bildung bceinflussen.

Was die CS und KGS anbctrifft, wurde gezeigt, dass die Ver-

futterung alkalischcr Kost, wie auch die Belastung mit nicht

loxisch wirkcnden Dosen von AJkalicn bei den Vcrsuclistieren niclit

nur eine starkc CS-Ausschcidung, sondcrn aucli eine beachtens-

werte Bildung von KGS hcrvorruft. Weiterhin wurde aber auch

bei zahircichen Belastungsvcrsuchen mit den neutralen Natrium-

salzcn toils strukturcll sehr verschicdencr Sauren eine zusatzliche,

bedcutend grosscrc CS- und KGS-Aussclieidung erzielt, als wie

die entsprcchcnde Alkalimengc sic bcwirkte. Es muss sich also

in dicsen Ffillcn um eine spezifische Wirkung der verabreichten

Substanz handeln. Diese Auffassung ist auch schon deswegen

richtig, weil eine grosse Zahl anderer Sauren, die zum uberwie-

gcnden Tcil als wichtige intcrmediare Stoffwechselprodukte be-

kannt sind, keinen die Alkaliwirkung iibersteigenden Einfluss auf

die CS- und KGS-Ausscheidung batten.

Besondcrs augenfallig war bei den Belastungsvcrsuchen, dass

meist ein bestimmtcs konstanles Vcrhaltnis zwischen der CS-

und KGS-Ausscheidung bcstand. In der iiberwiegenden Zahl der

Versuche konnte sogar cine gewisse Paralellitat in der Grosse der

Ausscheidung fcstgcstcllt warden, indem die KGS-Werte durch-

schnittlich ca. ein Drittel der CS-Wertc ausmachten. Diese nahe

t)bereinstimmung im Vcrhalten diescr beiden Sauren findet durch

die erwahnten Untcrsuchungen von Martius und Knoop iiber

die engen Beziehungen dcr CS und KGS im Zwischenstoffwechsel

eine naturliche Erklarung.

Die Deutung der starken CS- und KGS-Bildung bei den Ver-

suchstieren nach Verabreichung der Natriumsalze vieler, strukturcll

rccht verschicdencr Sauren ist nicht einfach. Meines Erachtens
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sind hierbei mehrere verschiedene Moglichkeiten in Erwagung zu

Ziehen; 1) Die Alkaliwirkung, 2) eine direkte Bildung, 3) eine

Stockungswirkung, 4) Vergiftung, 5) verschiedene unbekannte

Ursachen.

Was die erste Mdglichkeit anbetrifft, muss man sich in An-

schluss an die Erklarung von Ostberg fiber die Regulierung des

Saure-Basen-Gleichgewichts durch CS-Ausscheidung vorstellen,

dass der Organismus einen tlberschuss an Alkalien durch Bildung

bzw. Mobilisierung organischer Sauren auszugleichen sucht. Ffir

die CS-Ausscheidung wies Ostberg diesen Mechanismus mit

ziemlicher Sicherheit nach. Auf Grund der hier dargelegten Unter-

suchungen dfirfte es aber klar geworden sein, dass die KGS sich

genan so verhalt. Auf die gleiche Art verwendet der Tier-

korper auch noch andere Sauren wie z. B. die Kohlensaure und

eventuell auch die Oxalsaure zur Aufrechterhaltung eines kon-

stanten pH;s.

Da die meisten der zu den Belastungsversuchen verwendeten

Sauren im tierischen Stoffwechsel leicht umgesetzt bzw. verbrannt

werden dfirften, liesse sich denken, dass es nach der Verabreichung

der Neutralsalze bald zu einem Oberschuss an Base kommt, der

von dem Organismus durch CS- und KGS-Bildung neutralisiert

wfirde. Diese Erklarung ist wohl bis zu einem gewissen Grade

richtig, sie gibt uns aber keinen Aufschluss darfiber, warum einige

Sauren einen fiberaus starken Einfluss auf die CS- und KGS-
Bildung haben, wahrend andere nur einen der Alkaliwirkung ent-

sprechenden Effekt haben und ein Teil sogar ganz unwirksam ist.

Neben dieser Erklarung durch Aufrechterhalten des Saure-

Basen-Gleichgewichts kommt auch die Moglichkeit in Frage, dass

eine geringe Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite

im Gewebe, direkt die Bildung von CS und KGS befdrdert. Tat-

sachlich hat Hallman in leicht alkalischem Milieu eine starkere

CS-Synthese aus Dicarbonsauren bei in-vitro-Versuchen erzielt.

Hiermit stimmt aber nicht der in dieser Arbeit erhaltene Befund

fiberein, dass etwas fiberneutralisierte Sauren bei Belastungsver-

suchen einen geringeren Effekt haben als die entsprechenden

genau neutralen Verbindungen.

Aus diesen Erwagungen geht hervor, dass die Alkaliwirkung

allein die erhaltenen Resultate nicht erklfiren kann.

Was die zweite Moglichkeit der direkten Bildung der CS und
KGS anbetrifft, scheint diese sehr wahrscheinlich zu sein ffir alle

Verbindungen, die im Stoffwechsel als direkte Vorlaufer der beiden

Sauren in Frage kommen. Behalten A\ir besonders das Martius-
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I^oop’sche Umsatzschema im Auge, nach welchem, wie erwahnt,
aus BTS und Oxalessigsaure CS entsteht, die dann wieder fiber

KGS zu Oxalessigsaure bzw. BTS abgebaut wird, so lasst essich
leicht verstehen, dass alle Sauren, die als Zwischenglieder an dieser

Reaktionsfolge teilnehmen, einen starken Effekt auf die CS- und
KGS-Bildung haben. So fande die Wirkung der BTS, der C^-

Dicarbonsauren, vor allem der Bernsteinsaure und Apfelsaure,

der Aconitsaure und auch der OBS eine zwanglose Erklarung.

Die geringe Wirkung der Fumarsaure in meinen Versuchen,

wahrend ihr optischer Antipode, die Maleinsaure, die meist als

unphysiologische Verbindung angesehen wird, einen starken Effekt

hatte, steht in scheinbarem Widerspruch zu dieser Erklarung. Jedoch
dfirfte es sich bier, bei oraler Belastung der Versuchstiere, um eine

Resorptionsstorung handeln, da die schwer losliche Fumarsaure
wahrscheinlich von der Magensalzsaure ausgefallt wird. Hiermit

stimmt auch fiberein, dass andere Forscher, wie Orten und Smith
und Krebs und Johnson bei intravenoser Applikation der Saure

eine starke Wirkung erziclten. — Auch die schwache Wirkung
der Oxalessigsaure, die bei in-vitro-Versuchen mit die starkste

CS-Bildung hervorruft, dfirfte ahnlich zu erklaren sein. Hochst

wahrscheinlich ist es, dass die Enol-Oxalessigsaure, die in wass-

riger Losung sehr unbestandig ist, schon bei der Neutralisation

mit Natriumhydroxyd teilweise zersetzt wurde.

Dagegen lasst sich nicht durch die direkte Bildung die starke

Wirkung einer Reihe von anderen Verbindungen erklaren, wie

z. B. von Acetondicarbonsaure, Brenztraubensaurealdol, Malein-

saure, Malonsaure usw, Auch scheint andererseits vor allem das

negative Resultat nach der Belastung mit MS, die doch leicht in

BTS fibergehen soil, gegen diese Erklarung zu sprechen.

Bei der direkten Bildung von KGS muss ausser an den Weg
fiber CS auch an die Umaminierung einer a-Ketosaure mit Gluta-

minsaure nach Braunstein und Kritzmann gedacht werden.

Die Bildung von KGS hinge demgemass davon ab, in welchem

Umfang aus der verabreichten Verbindung eine Ketosaure ent-

steht, die zur Umaminierung mit Glutaminsaure in Frage kame.

Derart liesse sich der Effekt der BTS-Belastung auf die KGS-

Bildung durch Umaminierung erklaren. Tatsachlich fanden

SiMOLA und Krusius (1939) bei Belastung von Menschen mit BTS

eine KGS-Ausscheidung, die die CS-Ausscheidung bei weitem fiber-

traf. Bei den hier beschriebenen Rattenversuchen war dagegen

der Einfluss der BTS-Belastung auf die KGS-Bildung im Vergleich

zu derjenigen der CS relativ gering; auch hatte die Belastung von
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Ratten mit Glutaminsaure keine deutliche Wirkung auf die KGS-
und CS-Ausscheidung. In Zukunft sollen Kombinationsversuche

mit BTS und Glutaminsaure bei in-vivo-Belastungen vorgenom-

men werden, um weiteren Aufschluss fiber die Frage der Bildung

der KGS durch Umaminierung zu gewinnen.

Auch die fiberaus starke Wirkung des Brenztraubensaurealdols

auf die KGS-Ausscheidung kann moglicherweise durch Umaminie-

rung erklart werden. Die Tatsache namlich, dass nach den Beobach-

tungen von Simola in-vitro nach Zusatz von Aldol Dicarbonsauren,

vor allem KGS, entstehen, scheint darauf hinzudeuten, dass eine

derartige Umaminierung tatsachlich stattfindet. Hierdurch wird

aber noch nicht erklart, warum der Effekt des Aldols auf die KGS-
Bildung viel starker ist als der der BTS.

Schliesslich liesse sich auch an eine direkte CS-Rildung im

Anschluss an Umaminierungsvorgange denken. Bei ’Verabreichung

von BTS bzw. BTS-Aldol konnte eine Umaminierung mit Aspa-

raginsaure geschehen, wobei Oxalessigsaure entstande, die wieder-

um leicht zu CS umgesetzt wtirde. Zur weiteren Klarung dieser

Frage mtissen in Zukunft ebenfalls Kombinationsversuche mit BTS
und Asparaginsaure ausgeffihrt werden.

Der Starke Einfluss der KGS-Belastung auf die CS-Ausschei-

dung lasst sich dagegen kaum durch direkte Bildung erklaren.

Es dfirfte hochst unwahrscheinlich sein, dass die Oxydation der

CS fiber a-Keto-/?-Carboxyglutarsaure zu KGS ein rficklaufiger

Vorgang ist. Die Wirkung der KGS lasst sich jedoch leicht durch

Stockung des normalen CS-Abbaus erklaren. Man muss annehmen,

dass eine Uberschwemmung des Organismus mit KGS zu einer

Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes ffihrt und den Verlauf

der Reaktion CS->KGS hemmt, wodurch die CS-Ausscheidung

erklart wfirde.

Eine gleichartige Stockungswirkung konnte natfirlich auch

durch andere Zwischenglieder des normalen CS-Abbaus erfolgen,

z. B. durch Aconitsaure, C4-Dicarbonsauren und BTS. Wie wir

sehen, handelt es sich um dieselben Verbindungen, die auch bei

der direkten Bildung der CS und KGS in Frage kommen. Auf

Grund meiner Untersuchungen dfirfte es aber unmoglich sein zu

entscheiden, welche dieser Erklarungen die stichhaltige ist.

Als vierte Erklarungsmoglichkeit ist noch die Giftwirkung in

Erwagung zu ziehen. Ffir einige Verbindungen, wie schon im Ka-

pitel fiber die Belastungsversuche erwahnt, dfirfte dies sicher die

richtige Erklarung sein. An erster Stelle ist hier die Malonsaure

zu nennen. Die meisten Forscher sind sich heute einig darfiber,



TIEHEXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE A.USSCHEID. GSW. 151

dass diese Saure durch ihre grosse Affinitat zu einigen wichtigen

Dehydrasen, vor allem der Succinodehydrogenase, aber auch der-

jenigen der CS und KGS als Enzymgift wirkt und den enzyma-
tischen Abbau verhindert. Hierdurch wird die starke Wirkung
dieser Saure bei Belastungsversuchen gut erklart. Zu demselben
Scblussatz sind in letzler Zeit vor allem auch Krebs und Johnson
gekommen. Diese Forsclier fanden ebcnfalls, dass die Malonsaure
in erster Linic cine sehr starke Bernsteinsaureausscheidung her-

vorruft durch Hemmung der ^Yirkung der Succinodehydrogenase.

In den hier referierten Vcrsuchen -wurde die Bernsteinsaure-Bil-

dung nach Belastung mit Malonsaure nicht gepriift,

Durch Vergiflung der Enzymsysteme liisst sich wahrscheinlich

auch nocli die M’irkung ciniger andcrer Sauren erklarcn. In Bezug
auf die Malcinsaurc sind die Forschungsergebnisse noch nicht

eindeuUg; toils wird sic als Enzymgift angesehen, toils xvird hervor-

gehoben, dass sie im Organismus genau wic die anderen CrDicar-

bonsauren dehydriert wird. Schliesslich ist cs auch moglich, dass

die Citraconsaurc (Mcthylmalonsaure), die ja nach neueren Unter-

suchungen im Tierkdrper kaum umgesetzt wird, als Enzymgift

Nvirkt.

Durch cine der angefuhrten Erklarungsmdgliclikeiten lasst sich

die Wirkung sehr vielcr Sauren bei den Belastungsversuchen auf

die CS- und KGS-Bildung einigermassen crklaren. Der Effekt

einiger Verhindungen blcibl aber doch mehr odor weniger unver-

standlich und man muss daher aucli noch andere unbekannte

Moglichkeiten annehmen. So ist z. B. die viel starkere Wirkung
des Brcnztraul)ensaurealdols als der freien BTS nur sclnver allein

durch Umaminicrungsvorgange zu crklaren. Auch der etwas grds-

serc Effekt der iso-Buttersaurc auf die CS- und KGS-Ausscheidung

im Vergleich zu dem der normalen Buttersaure ist schwer ver-

standlich.

Es muss aber in diesem Zusammenhang nochmals hervorge-

hoben werden, dass die Reihenfolge nach der Wirkungsgrosse der

einzelnen Verhindungen auf die CS- und KGS-Ausscheidung keine

absolute ist und nur mit gewissen Vorbehalten Giiltigkeit hat. Es

spielen bei derartigen in-vivo-Vcrsuchen so viele Faktoren ein, die

Einfluss auf das Resultat liaben kdnnen, dass bei der Beurteilung

der Ergebnisse eine gewisse Kritik am Platze ist. Kleine Unter-

schiede in der Wirkungsgrosse verschiedener Verhindungen diirfen

daher nicht zu sehr beachtet werden. U. a. hangt das Ergebnis

eines oralen Belastungsversuchs von der Resorption der verab-

reichten Substanz ab. Diese wdederum steht in naher Beziehung zu
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der Loslichkeit der Verbindung, der chemischen Bestandigkeit

beispielsweise der Magensaure gegenuber und der Leere des

Magens. Bei schneller Resorption diirfteesfernerleichterzueiner

Stockungswirkung kommen, die durch die plotzliche Anhaufung

der Verbindung in alien Geweben bedingt ist. Bei verzogerter

Resorption wiederum konnte die verabreichte Saure leichter all-

mahlich oxydiert bzw. zu anderen Stoffwechselprodukten umge-

setzt werden. Schliesslich scheint bei den Tieren auch eine indi-

viduelle, verschiedene Reaktionsstarke vorzuliegen, die vielleicht

von dem Alter, dem Ernahrungszustand u. a. Umstanden abhangt.

Ferner sind auch noch Fehlermdglichkeiten bei den chemischen

Bestimmungen zu beriicksichtigen.

Auf Grund meiner Untersuchungen kann nicht entschieden

werden, welche der beschriebenen Hypothesen uber die CS- und

KGS-Bildung bei in-vivo-Belastungsversuchen der Wirklichkeit

entspricht. Hier wurden daher nur kurz die Griinde erortert, die

fiir die eine oder andere Moglichkeit sprechen. Zu weiterer Klarheit

gelangt man vielleicht durch kombinierte Belastungsversuche mit

verschiedenen Sauren. Grdssere Erfoigsmoglichkeiten diirften

aber vor allem in Zukunft in-vitro-Versuche mit verschiedenen Ge-

weben bieten, bei denen nach Bebriitung mit einer oder mehreren

Verbindungen in verschiedenen mengenmassigen Verhaltnissen

die Bildung all dieser intermediaren Stoffwechselprodukte verfoigt

wird. Durch zahlreiche derartige Untersuchungen wird man in

der Erforschung dieser Umsatzvorgange weiter kommen und den

genaueren Chemismus der ihnen zu Grunde liegenden verwickelten

Stoffwechselprozesse naher aufklaren konnen.



VI. Zusammenfassung.

1. Es wird eine. kurzc Obersicht fiber den Zwischenstoffwechsel

tier Brenztraubcnsaurc. a-Ketoglutarsaure und Citronensaure

gegeben, wobei besondcrs die nahen Beziehungen der Brenztrauben-

saure zur Milchsaurc und den Acetonkorpern beachtet werden
wie nuch der Zusammenhang all dieser Verbindungen mit dem
Umsatz der Kohlenhydralc.

2. Nach kurzer kritischer Durchsicht der gebrauchUchen

quantitativen Methoden zur Bestimmung der Brenztraubensaure,

die grosstenteils auf Reaktionen der Carbonylgruppe basieren

und daher nicht spezifisch ffir diese Siiure sind, wird eine Modifika-

tion der schon fruher angegebenen Reduktionsmethode zur Be-

stimniung dor Brenztraubensaure in kleinen Harnquantitaten

beschrieben, wic auch ein neues Verfahren zur spezifischen Bestim-

mung der a-Kcloglutarsaure. Auch fiber die Bestimmung der

Milchsiiure, Citronensaure und der Acetonkorper werden einige

praktischc Beobachtungen angeffihrt.

3. Die Verffitterung verscliiedener Kostgemische (gemischte

Kost, Zucker-, Eiweiss- Oder Fett-reiclie Kost konstanter Zusam-

mensetzung) wfdirend langcrer Zeit, sowohl wie die Belastung mit

grossen Mengen Traubenzucker verursachte bei Ratten keine gros-

sercn Veranderungen in der Ausscheidung der a-Ketosauren, der

Milch- und Citronensaure oder der Acetonkorper.

4. Bei absolutem Hunger schieden die Ratten wahrend der

crsten Fastentage vermehrte Mengen Aceton mit dem Harn aus.

Trotz dieser Acidose zeigte bisweilen auch die Citronensauren-

ausscheidung cine zunehmende Tendenz, dagegen war die Aus-

scheidung der a-Ketosauren und der Milchsaure bei den Hunger-

tieren nicht verandert.

5. Die Belastung mit toils toxisch wirkenden Mengen Aceton

hatte keinen Einfluss auf die Ausscheidung der erwahnten Sauren;

von der verabreichten Acetonmenge wurden 15—20 % im Harn

wiedergefunden.
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6. Die perorale Belastung mit Natriumbicarbonatlosungen in

kleinen und mittleren Gaben rief bei Ratten eine Zunahme der Citro-

nen- unda-Ketoglutarsaureausscheidunghervor, derenGrosse jedoch

mit steigendei* Dosis nicht immer entsprechend zunahm. Grosse Bi-

carbonatmengen mit offensichtlich toxischer Wirkung verursachten

sogar eine deutlicbe Hemmung der Ausscbeidung dieser Sauren.

7. Bei Zusatz von 7.5 tesp. 6.5 % Bicarbonat zu den verschie-

denen Kostgemischen (gemischte Kost, Zucker-, Eiweiss- oder

Fett-reiche Kost) war bei den Ratten, ausser einer vermehrten

Citronensaureausscheidung, auch eine betrachtliche Zunahme
der a-Ketoglutarsaurewerte im Harn zu beobachten. Diese »Alkali-

wirkung» war am starksten bei Zusatz von Bicarbonat zu der Fett-

reichen Kost; hierbei erreichte die a-Ketoglutarsaureausscheidung

dieselbe Grosse wie die der Citronensaure, wahrend sie bei den

anderen Alkalidiaten nur ca. ein Drittel derselben betrug. — Auf
die Ausscbeidung derBrenztraubensaure, Milchsaure und derAceton-

kdrper hatte die alkalische Kost keinen deutlichen Einfluss.

8. Bei Belastung der auf Alkalikost gehaltenen Ratten mit

Glucose war eine starke Abnahme der Citronensaure und a-Keto-

glutarsaureausscheidung sowie eine Verschiebung des Harn-pH
nach der sauren Seite zu verzeichnen.

9. Bei Belastung von Ratten mit den Natriumsalzen einer gros-

sen Zahl, als Zwischenstufen im intermediaren Stoffwechsel in

Frage kommender, organischer Sauren in verschiedenen Gewichts-

verhaltnissen wurde eine die Alkaliwirkung weit ubertreffende

Citronensaure- und a-Ketoglutarsaureausschcidung konstatiert,

wobei meist ein ziemlich konstantes Verhaltnis in der Grosse der

Citronensaure- und a-Ketoglutarsaurewerte bestand.

a. Eine derartige Wirkung bei den Rattenversuchen batten die

Natriumsalze folgender Sauren: Brenztraubensaurealdol, Malein-

saure, a-Ketoglutarsaure, 1-Apfelsaure, Bernsteinsaure, /J-Oxy-

buttersaure, Citronensaure, Essigsaure, Acetondicarbonsaure, Aco-

nitsaure, Brenztraubensaure, Isobuttersaure, Malonsaure und

Fumarsaure. — Ferner rief die Glutarsaure sonderbarerweise eine

starke Citronensaureausscheidung hervor, wahrend die a-Keto-

glutarsaureausscheidung nicht beeinflusst wurde^

b. Nur eine geringe oder wenigstens nicht die Alkaliwirkung

ubertreffende Citronensaure- und a-Ketoglutarsaureausscheidung

bewirkten die Natriumsalze folgender Sauren: 1- und d,l-Asparagin-

saure, Milchsaure, Normobuttersaure, Oxalessigsaure(?), Gluta-

minsaure, P-Glycerinphosphorsaure, Glycolsaure, Crotonsaure, Glu-

consaure, Tartronsaure, Mesoxalsaure und Adipinsaure.
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10. Auf die Ausscheidung der Brenztraubensaure und Milch-
saure hatte die Belastung mit den Natriumsalzen der erwahnten
Sauren keinen deutlichen Einfluss, wenn auch die Harnwerte im
Allgemeinen, vielleicht bedingt durch die starke Diurese, etwas
erhoht waren.

11. Die Acetonausscheidung wurde ausser nach Belastung mit
Aceton und mit Acetondicarbonsaure nur dutch die Maleinsaure
und die Essigsaure deutlich erhoht.

12. Die meisten als Natriumsalze verabreichten physiologischen

Sauren schienen von den Ratten zum iibenviegenden Teil verbrannt

zu werden. Bei Belastung mit Milchsaure, Brenztraubensaure,

Citronensaure und a-Ketoglutarsaure wurde nur ein geringer Teil

der verabreichten Menge wieder mit dem Harn ausgeschieden,

meist nicht mehr als einige Prozent, hochsten etwa 6—8 Prozent.

Jedoch die Adipinsaure wurde zu etwa 55 % und die Glutarsaure

zu etwa 44 % unverandert im Harn wiedergefunden.

13. Die Belastung mit freien, nicht neutralisierten Sauren rief

keine Zunahme der KGS- und CS-.A.usscheidung hervor und fuhrte

meist, falls die Tiere die Belastung iiberstanden, zu Nierenschadi-

gungen. Ebenso war die Wirkung nur teilweise neutralisierter

Sauren geringer als die der entsprechenden Neutralsalze.

14. Bei oraler Belastung von Meerschweinchen mit den Natrium-

salzen der Brenztraubensaure, Bernsteinsaure, Citronensaure,

Fumarsaure, Milchsaure und Gluconsaure sowie von Kaninchen

mit Natriumpyruvat wurden grundsatzlich dieselben Verande-

rungen in der Harnzusammensetzung beobachtet wie bei den

Ratten, wenn auch Unterschiede in der Reaktionsstarke der Tiere

vorlagen. Im Allgemeinen vertrugen die Meerschweinchen und

Kaninchen die Belastung mit grosseren Dosen schlechter als die

Ratten.

15. Als Erklarungsmoglichkeiten der grossen Citronensaure-

und a-Ketoglutarsaureausscheidung bei den Belastungsversuchen

werden die Alkaliwirkung, die direkte Bildung aus den verab-

reiclrten Sauren, eine Stockung im Abbau der Citronensaure

und a-Ketoglutarsaure, eine Vergiftung der dehydrierenden En-

zyme der Citronensaure und a-Ketoglutarsaure und andere unbe-

kannte Ursachen in Erwagung gezogen.
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1. Einleitung.

Die Citronensaure (CS) ist bekanntlich in der Pflanzenphysio-

logie und Mikrobiologie schon lange Gegenstand zalilreicher

Untersucliungen gewesen. Hirer Bedeutung im tierischen Stoff-

wechsel ist dagegen erst im letzten Jahrzehnt grossere Beachtuiig

zuteil geworden. In diesbeziiglicben Untersucliungen hat man
sich — dank der auf Anregung von Thunberg vorgenommenen
Arbeiten — besonders mit dem Vorkommen der CS in Gewebs-

fliissigkeiten unter normalen Bedingungen wie auch bei ver-

schiedenen pathologisclicn Zustanden befasst. Auch was den eigent-

lichen Stoffwechsel anbetrifft, sind einc ganze Reihe neuerbedeu-

tender Beobachtungen gemacht worden. Trotzdem bedarf aber

der Stoffwechsel der CS, besonders was deren Bildung anbelangt,

in grossem Umfang weilerer Kliirung. Eine systematische Unter-

suchung liber die CS-Bildung im tierischen Organismus in-vitro

ist bisher noch nicht vorgenommen worden.

Den Anlass zu dieser im Jahre 1938 angefangenen Arbeit gaben

einige von Simola im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber

den Brenztraubcnsaurestoffwcchsel gemachte Befunde iiber die

CS-Bildung, und von diesen ganz besonders die mit Brenztrauben-

saure und 4-C-Dicarbonsauren im Gehirngewebe hervorgerufene

Bildungswirkung.

Meine Absicht war es, in dieser Arbeit an Hand von systema-

tischen in-vitro-Versuchen zu untersuchen, welche Verbindungen

mdglichenveise als Vorlaufer der CS in Frage kommen und unter

welchen Bedingungen und in welchen Geweben die CS-Bildung

am besten vorsichgeht. Ferner wurde versucht aufzuklaren, in

welchem Grade die CS bei entsprechenden Versuchsbedingungen in

Gewebesuspensionen in-vitro abgebaut wird und ob die aufbauen-

den und spaltenden Enzyme derselben von einander zu trennen

sind. Da iiber das Vorkommen der CS in verschiedenen Geweben

in der Literatur nur wenige Angaben vorliegen, wurde auch eine

Reihe diesbeziiglicher Bestimmungen vorgenommen.
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• *

A. tJber die Bedeutungr der Citronensaure im
tierischen Orgranismus.^

Der Gedanke an die vollstandige Verbrennung der CS im tie-

rischen Organismus stammt aus dem letzten Jahrhundert, in

welchem Piotrowsky und Magawly (1856) selbst nach Belastung

mit Citrat keine CS im Earn nachweisen konnten.® Auch Pohl (1896)

gibt an, dass keine CS mit dem Earn ausgeschieden wird. Ohta

(1912) sprach schon von CS-Ausscheidung, aber erst Amberg und

Me Clure (1917) stellten mit Sicherheit test, dass die CS ein Normal-

bestandteil des Earns ist und dass taglich ca. 500 mg ausgeschie-

den werden. In zahlreichen spateren Untersuchungen ist dann die

normale CS-Ausscheidung eingehender untersucht und gefunden

worden, dass sie meist zwischen 200—1000 mg/24 St, schwankt.

Schon 1916 hatten jedoch Salant und Wise nach Belastung

mit Citrat CS im Earn, wenn auch in kleinen Mengen nachge-

wiesen. Spater haben zahlreiche Forscher (u.a. Woods, 1926—27;

Levi, 1928; Ostberg, 1931; Kuyper und Mattill, 1933; Ax-

MACHER und SuLLMAN, 1934; ScHUCK, 1934; Sherman, Mendel
und Smith, 1936; Sjostrom, 1937; Martensson, 1938; Krusius,

1940) nach intravendsen, subcutanen oder peroralen CS-Belastun-

gen nur eine schwache Zunahme der CS-Ausscheidung im Earn

festgestellt,

JS^chdem Thunberg (1910) gezeigt hatte, dass die CS die

Gewebsatmung in-vitro beschleunigtund Battelli und Stern (1911)

erklart hatten, dass sie vollig verbrannt vnrd, haben u. a. Bern-

heim (1928), Earrison (1931), Gemmil (1934) und REicHELund
Neef (1935) mit Trockenpraparaten, Schersten (1936) mit Ge-

websextrakten, Langecker (1934) mit Gewebesuspensionen und

Sjostrom (1937) sowie MArtensson (1938) bei Perfusionsver-

suchen festgestellt, dass die die CS umsetzende Enzymgruppe

im tierischen Organismus verhaltnismassig reichlich vorhanden

ist. Die erwahnten Versuche sind hauptsachlich mit Leber, Nieren

und Muskel ausgefiihrt worden, und waren diese Gewebe in der

angefiihrten Reihenfolge am virksamsten. Nur Martensson

(1938) behauptet auf Grund seiner bei Katzen und Kaninchen

erhaltenen Ergebnisse, dass die Nieren den grossten Teil abbauen.

Man nahm an, dass die Oxydation der CS durch eine spezi-

1 Infolge der aussergewohnlichen Verhaltnisse wurde die Veroffenllichung

dieser Arbeit verzogertj die Literaturfibersicht umfasst daher nur die Unter-

suchungen bis Ende 1939.
* Referiert nach Ostbero (1931).
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fische, sie direkt angreifende Dehydrase, die Thunberg (1920)
nachgewiesen hatte, erfolge. Martius und Knoop (1937) und
Martius (1937, 1938) zeigten aber, dass deren Wirkung sich nickt
unmittelbar auf die CS bezieht, sondern auf die aus dieserdurch
Einwirkung der Aconitase gebildete iso-CS. Adler, Euler,
Gunther und Plass (1939) haben iso-CS-Dehydrase mittels Aceton-
Trockenpraparaten beim Sclnvein in Herzmuskel, Leber, Nieren,

Pankreas, Eierstocken, Darmschleimhaut, Muskel, Gehirn, Lungen,
Testis, Jensen-Sarkom und in klcinen Mengen auch in der Milz

nachgexs-iesen. Johnson (1939) wiederum hat das Vorkonamen
von Aconitase im Brustmuskel von Tauben und bei Ratten in

Leber, Nieren, Lungen, Submaxillardriisen, Gehirn, Dannschleim-

haut und Testis konstatiert, dagegen aber nicht im Blut und in

den roten Blutkorperclien. Fernermiissen noch die Untersuchungen

von Breusch (1939) envahnt wcrden, die ahnliche Resultate mit

Ratten- und Kaninchengewcbe ergaben.

Den ersten direktcn Nachweis der Bildung von CS im Tier-

kdrper erbrachtcn erst Boothby und Adams (1934), als sie fest-

stellten, dass die CS-Ausscheidung im Hungerzustande beim Hund
zuerst sinkt aber nach gentigcnd langem Fasten wiederum an-

steigt, sogar zu grdsscren Werten als normal, obgleich dem Orga-

nismus hierbci keine CS von aussen zugefuhrt wird. Ebenso rief

die Leberexstirpation cine Abnahme der CS-Ausscheidung hervor,

aber kurz vor dem Tode stiegen die Werte wieder an. Wenn man
ferner das konstante Vorkommen der CS in den meisten tierischen

Sekreten und Fliissigkeitcn bcriicksichtigt, muss man heute die

Bildung derselbcn im Tierorganismus als erwiesen ansehen. Dies

um so mehr, als Krebs und Johnson (1937) und Simola (1938)

gezeigt haben, dass die CS in Gewebesuspensionen in Gegenwart

gewisser Verbindungen cntstehcn kann.

Eingangs wurde schon erwahnt, dass die CS selbst nach grossen

Belastungen im Harn nur in verhaltnismassig geringen Mengen

ausgeschieden wird. Fasold (1930) und ebenso Ostberg (1930,

1931) zeigten, dass die Alkalosis eine beachtenswerte Steigerung

der Ausscheidung herbeifiihrt, wahrend sie dagegen bei Vorhanden-

sein eines Saureuberschusses beinahc vollig aufhdrt. Ferner haben

auch Magnusson (1932), Sullman und Schaerer (1932), Lang-

ECKER (1933), Kuyper und Mattill (1933), Boothby und Adams

(1934), Furth, Edel und Minnibeck (1934), Lindholm (1934),

ScHucK (1934), Sherman, Mendel und Smith (1936), Orten und

Smith (1936, 1937), Krusius (1940) festgestellt, dass der CS eine

gewisse Bedeutung bei der Regulierung des Saure-Basen-Gleich-
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gewchts zukommt. Dstberg (1931) hat auch bemerkt, dass die

CS-Ausscheidung bei Uramie, Nierenkranklieiten, diabetischer

Acidose und manchmal bei Pneumonic vermindert ist, eine Beobach-

tung, die Krusius und Vesa (1939) bestatigen konnten. Eine

andere Mdglichkeit die Bedeutung der CS im Ham zu erklaren, ist

nach OsTBERG ein losliches Calcium-CS-Komplex, welches das

leicht ausfallende Calcium in Ldsung hielte. Es gelang diesem

Forscher aber nicht eine Kongruenz in der Ausscheidung dieser

beiden Teilfaktoren nachzuweisen.

Im Blutserum sind von vielen Forschern ziemlich konstante

Mengen CS gefunden w'orden. Ebenso vde der CS-Gehalt des Hams
nach Belastungen nur wenig zunimmt, ist auch im Serum keine

grossere Steigerung wahrzunehmen (Thunberg, 1933; Sherman,

Mendel und Smith, 1936; Orten und Smith, 1937; Smith

und Meyer, 1939). Schersten (1931) land niedrigere Serumwerte

als normal bei Fallen von Carcinom, Nierensteinen, Uramie und
nach Operationen, vorallem bei postoperativer Thrombose. Thun-
berg (1933) fuhrte die Begriffe Hypo- und Hypercitricaemie ein.

Er beobachtete ausser in den oben erwahnten Fallen auch bei

inflammatorischen Prozessen subnormale Werte. Hypercitricaemie

kommt dagegen bei Diabetes, Leberkrankheiten und manchmal
bei Morbus Basedow vor. Sjostrom (1937) empfiehlt seinerseits

Serum-CS-Bestimmung bei unklaren Leberkrankheiten zur Diffe-

rentialdiagnose. Abhangend von der Schwere der Krankheit sah

er bei Leberparenchymschaden in den meisten Fallen eine deutliche

Steigerung des Blutspiegels. Bei Grenzfallen empfiehlt er Be-

lastungsversuche, welche deutlicher die Unfahigkeit des Korpers

die CS zu eliminieren zum Vorschein brachten. Martensson

(1938) behauptet jedoch, dass bei Leberparenchymkrankheiten die

aus der Leber stammende Dehydrase die CS leichter als unter norma-

len Bedingungen zerstort. Dagegen soli die Fahigkeit derNieren

die CS zu verbrennen und auszuscheiden auf Grund der bei Paren-

chymschaden auftretenden Toxine gestort sein; hierdurch wurden die

hohen Serumwerte bedingt und nicht direkt durch den Leberdefekt.

Bei einem Teil der angefiihrten pathologischen Zustande kann

man die Veranderungen des CS-Gehalts des Serums durch Ver-

schiebungen im Saure-Basen-Gleichgewicht erklaren, genau wiefiir

die Harnausscheidung auseinandergesetzt wurde. Der iiberwiegende

Teil scheint aber auch auf andere Ursachen hinzudeuten. Schon

friiher wrde die CS wiederholt im Zusammenhang mit dem loslichen

Calcium gebracht (Shippley, Kramer und Howland, 1926;

Hastings, Murray und Sendroy, 1926, 1927; Greenwald, 1926).
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Auch die bekannte Tatsache, dass die CS die Gerinnung des Blutes

in hohem Grade verhindern kann, ist viel diskutiert worden, umso

mehr als man feststellen konnte, dass sehr kleine CS-Mengen im

Gegenteil die Gerinnung beschleunigen (Lean, 1922; Neuhoff

und Hirschfeld, 1922; Rosenthal und Baehr, 1922;MuLLiund

Standenath, 1933). Auch die Hemmung der Hamolyse durch

kleine CS-Konzentrationen (Pickering und de Sanza, 1924;

Pickering und Hewitt, 1925) lasst sich nicht allein durch eine

Zunahme der Alkalireserve erklaren (de Sanza und Haeking,

1935).

Nach dem klassischen Versuch von Henkel (1888) im Labora-

torium von Soxhlet ist ausser in Kuhmilch auch ^viederholt in

der Milch der anderen Saugetiere CS in beachtenswerten Mengen

nachgewdesen worden. Man hat angenommen, dass die Saure in

der Milchdriise gebildet wird, ihre Bedeutung in der Milch ist aber

bisher nicht zufriedenstellend geklart worden. U. a. dachte man
auch in bezug auf die Milch, dass die Saure von Bedeutung ware

um das Calcium in Losung zu halten (Duclaux, 1893;Vaudin,

1894, 1897). Jerlow (1929) glaubte seinerseits, dass der junge

Organismus besonders viel CS braucht, und untersuchte vor allem

das Verhaitnis zwischen CS und klilchzucker in der Milch. So

enthalt Kuhmilch dreimal mehr der Saure als Frauenmilch, wes-

halb man bei Vornahme von Milchmischungen nicht zu zu niedri-

gen Werten kommt, jedoch wird hierbei das mengenmassige Ver-

haltnis zum Milchzucker gestort. Durch Hinzufiigen von CS hat
SnvT: (1938) behauptet bei der Behandlung von Durchfallen gute
Resultate erhalten zu haben, 'weil die Milch feinkdrniger koaguliert

wurde, wenn das richtige Mengenverhaltnis herrsche.

Auch die konstant hbheren CS-Werte des Liquor cerebrospinalis

als des Serums haben bisher noch keine Erklarung gefunden. Bei
einigen Krankheiten wie z. B. Epilepsie und Gehirntumoren hat
Benni (1930) hohere Werte als normal festgestellt, wahrend bei
anderen, vor allem Arteriosklerose, vascularen Stbrungen, luetischen
Prozessen und Meningitis zu niedrige Werte vorkommen, ohne dass
aber eine sichere Gesetzmassigkeit hierin vorhanden ware. Mog-
lichemTise konnte man sich denken, dass die hohen Werte durch
eine gesteigerte Verbrennung bedingt werden. Auch ist wieder
auf die Loslichkeit des Calciums hinge%viesen worden (Huggins
und Hastings, 1933).

Beachtenswert ist ferner auch der CS-Gehalt der Augenfliissig-
keiten vieler Tiere, der nach Gronvall (1937) im wachsenden
Organismus am grossten sein soil.



12 NIILO HALLMAN.

ScHERSTENs (1929, 1936) UntersuchuDgen mit Spenna deuten

daraufhin, dass die CS hier eine ganz besondere Aufgabe hat.

Wird dem Spenna oder einer Losung desselben CS hinzugefvigt

bleiben die Spennatozooen langer am Leben und beweglich, ohne

die CS zu verbrauchen. Schersten* behauptet, dass die CS nichts

mit einem Puffersystem zu tun hat sondern, dass sie eventuell die

Ausfallung des notigen Calciumphosphates verhindert. Mdglich

ist auch, dass die CS als Produkt des Spennatozyten-bildenden

Parench3Tns schon ihre Aufgabe erfullt hat, ehe das Sekretindie

Ausfiihrungsgange gelangt.

Was die Bedeutung der CS im eigentlichen Stoffwechsel anbe-

trifft, gibt das folgende Kapitel iiber den Umsatz-Mechanismus am
besten Aufschluss fiber die ihr zugedachte Rolle bei den Verbren-

nungsvorgangen im Organismus.

B. Theorien und frxihere Untersucliungren uber die

Bildung- und den Abbau der Citronensatire.

I. Mikroorganismen und Pflanzen.

Schon bevor die Probleme fiber den Umsatz der CS bei hoheren Tieren

in den Brennpunkt des Interesses traten, war bekannt, dass sie eine Bedeu-

tung im Stoffwechsel der Pflanzen und besonders der Schimmelpilze und

der Hefe hat. Da die Untersuchungen fiber dieses Gebiet viel umfang-

reicher sind als diejenigen fiber den Umsatz im Tierorganismus und, da

man immer an eine mogliche Parallelitat denken muss, scheint es angebracht

eine kurze Ubersicht fiber die -vvichtigsten Versuche und die hieraus abge-

leiteten Theorien der CS-Bildung und Spaltung zu geben.

Die Fahigkeit der Schimmelpilze aus Zucker CS zu bilden beobachtete

als erster Wehmeh (1893). Besonders kamen hier in Frage die Aspergillus-

und Penicilliumarten. Der CS-Gehalt hoherer Pflanze war schon frfiher,

seitdem Scheele (1784) die Saure aus Citronen isoliert hatte, bekannt.

Claisen und Horn batten schon (1891) angenommen, dass die CS

aus Oxal- und Essigsaure gebildet wfirde, welche beide nach Buchner
und WiisTENFELD (1909) als Spaltungsprodukte des Zuckers anzusehen

sind. Als Zwischenprodukte entstehen nach den zuletzt genannten For-

schern zuerst Aconitoxalsaure (I) und dann Aconitsaure (II): .

COOH 0:C-0H COOH H0.G:0

1 +1 + i + !

HCH COOH HCH COOH
H H
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COOH COOH COOH COOH
GOOH

HC= -G:0 HC= -GHs +
H GOOH

COOH GOOH GOOH

II.

Maze und Perrier (1904) behaupteten, dass Eiweisskorper bei der CS-

Bildung die hauptsacblicbsle Rolle spielen. Die Schimmelpilze oxydieren

erst den Zucker zu Kolilendioxyd und Atliylalkobol durch Wirkung der

Zymase. Der enlstandene Alkohol soli sich mit der lebenden Masse der

Zellen verbinden, die dann durch proteolytische Prozesse, wenigstens in

den gealterten Zellen, zu StickstofMialligen Verbindungcn und CS gespal-

ten wird. Die CS soli aber aucli sclion vorber auf die eine oder andere Art

im Plasma gebildet werden. Kostyschew und Tschesnokow (1927)

some ScHROBER (1931) beliauplen ebenfalls, dass der StickslofI irgendeino

Bedeutung bei der CS-Bildung hat, aber Ciirzaszcz und Tiuxow (1931)

erklaren, dass es sich hierbei nur um den Stickstofibedarf der Pilze im all-

gemeinen handelt.

Die Moglichkeit der fiildung der CS aus Parasaccharinsaure haben

Knoop und Windaus (1905) in Erwagung gezogen, nachdem Kiliani

(1904) gezeigt hatte, dass diese Verbindung neben anderen Spaltungs-

produkten aus Milchzucker entsteht. Zu demselben Ergebnis kommt auch
Butkewitsch (1923), der jedoch annimmt, dass das Hexose-Molekiil

gespalten mrd vor der Bildung der Parasaccharinsaure.

GH(0H).GH2(0H)

I

C(OH).COOH

1

CH2-CH2(0H)

Parasaccharinsaure

GHo-COOH

1

C(OH).GOOH

I

GHs-GOOH

CS

V. Euler (1909) hat die CS-Bildung in Zusammenhang zu der Alko-
holgarung gebracht, indem er annahm, dass die Siiure direkt durch Kon-
densierung dreier Molekule Acetaldehyd entstande:

HiCH2 -CHO GHo-COOH
1

I

ojcH-CHg —^ (OH)G-COOH
1

1

H[CH2-CH0 CH2.COOH
Baur (1913) fasste seinerseits die CS als Kondensationsprodukt von

SiTen.
Hypotese chemisch me physiologisch
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Butkewitsch (1924) halt es fur moglich, dass die aus Hexosen durch
Aldolkondensation gebildeten cyklischen Verbindungen Ausgangspro-

dukte der Synthese sein konnen, wobei zuerst aus Gluconsaure (Falck,

1924) Glucuronsaure gebildet wurde:

-CHOH—CHOH CHOH—CHOH
HOOC—CHOH

I /
CHO—CHOH ^ /

HOOC—COH
—CHOH—CHOH ^ \

HOOC—C :

O

CHgOH—CHOH
\

•cs

CHOH—CHOH

Franzen und Schmitt (1925) haben als Zwischenprodukt Ketipin-

saure (^,y-Diketoadipinsaure) isoliert und behaupten, dass die Synthese

der CS aus Glucose fiber Zucker- und weiter Ketipinsaure verliefe.

Challenger, Subramaniam und Walker (1927) behaupten auch experi-

mentell aus Zuckersaure CS erhalten zu haben.

COOH
1

COOH
1

COOH
1

COOH
1

1

HCOH
1

CH
1

CHg
1

CH2

1 II 1 1

OHCH COH
1

C:0 COH.COOH
1

1

HCOH
1

1

COH
II

C:0
1

-

n—

1

HCOH
1

II

CH
1

1

CHz
1

1

COOH

1

COOH
I

COOH
1

COOH
Zuckersaure Ketipinsaure

Raistrick und Clark (1919) erwahnen zum ersten Mai die Essigsaure

zusammen mit der Oxalessigsaure als Vorlaufer der CS, da sie beide Ver-

bindungen unter den Spaltungsprodukten der CS fanden. Sie nehmen an,

dass die Bildung moglicherweise auf demselben Wege vorsichgehen konnte.

Zu dem gleichen Schlusssatz kamen auch Virtanen und Pulkki (1930),

WiELAND und SoNDERHOFF (1932) erhieltcn aus Natriumacetat Bernstein-

saure und daneben auch CS.' Die Bildung der CS aus 4-C-Dicarbonsauren,

genauer gesagtaus Fumarsaure, beobachteten friiher u. a. Wehmer (1913),

Ehrlich (1919) und Butkewitsch und Feodoroff (1929). Die Reak-

tionsfolge kann folgender Weise bezeichnet werden:

2 X Essigsaure -> Bernsteinsaure

Bernsteinsaure -> Fumarsaure ->

Apfelsaure Oxalessigsaure

Oxalessigsaure -f Essigsaure -> Citronensaure
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Nach Chrzaszcs, Tiukow und Zakomorny (1932) soil der Weg von

Glucose zu CS iiber Athylalkoliol und Essigsaure zu Glycolsaure ver-

laufen, die mit einem Molekul Essigsaure zu Oxalessigsaure aufgebaut

wurde; schliesslich -wurde diese Dicarbonsaure mit einem weiteren Molekul

Essigsaure zu CS vereinigt:

Glucose -> Atli3'lalkohoI -> Essigsaure Glj’colsaure

Essigsaure + Glj’colsaure Apfelsiiure

Essigsaure -j- Apfelsiiure -> Citronensiiure

In t)bereinstimmung mit der schon seinerzeits von Maze und Perrier

(1904) vertretenen Ansicht haben Butkewitsch und Feodoroff (1930)

Bernhaoer und Siebenauger (1931), Chrzaszcs und Tiukom' (1931)

und Bernhauer, Bockl und Siebenauger (1932) den Alkohol als mog-
lichen Ausgangsstoff bei der CS-Bildung nacbgewiesen; fiir die Bildung

aus Essigsaure traten ausserdem CnnzAscs und Tiukow (1930, 1931),

Bernhauer und Siebenauger (1931) und Bernhauer und Bockl (1932)

ein. Audi aus Bernsteinsiiurc zusammen mit Glj’colsaure, dem ersten

Oxydationsprodukt der Essigsaure, erhiellen Bernhauer und Scheuer

(1932) CS. Auf Grund der angefuhrten Versuchsergebnisse glaubt Bern-

HAUER (1933), dass die CS bei der Alkoholgiirung direkt aus der entstan-

dehen Essigsaure sj’nllietisierl wird, wobei drei Molekiilc zusammen rea-

,giercn w’iirden. Als Zwisclicnglied entstande Aconitsiiure, die von Bern-

HAUER und Bockl (1932) auch als CS-Bildner nacbgewiesen vmrde:

CHa-COOH CH-COOH CHg-COOH

I —Hoil +HoO 1

GHaOH COOH CH-COOH .^“C-COOH C(OH)-COOH
3

(

->3
(

-».
( ] I

CHg CHg CHa-COOH CHo-COOH CHa-COOH

Aconitsiiure

Jedoch schliesst Bernhauer auch nicht 'die Moglichkeit aus, dass CS

aus Essigsaure zusammen mit einer 4-C-Dicarbonsaure aufgebaut werden

konnte. — Als weitere moglichen Vorliiufer der CS wurden u. a. Glj’cerin-

siiure (Herzog und Polotzky, 1909; Wehmer, 1913; Schreyer, 1925),

Muconsiiure (Challenger, Subramaniam und Walker, 1927; Walker/^
und Klein, 1928) und Adipinsiiure (dieselben) beriicksichtigt. (

Was den Abbau der CS anbetrifft, wurde im allgemein angenommen,

dass er iiber Acetondicarbonsiiurc verliefe, die u. a. von Walker, Subra-

.MANiAM und Challenger (1927) isoliert wurde. Die weitere Oxydation

ginge dann zwei verscbiedene Wege vorsich. Aus der Acetondicarbon-

saure wurde fiber Acetessigsaure Aceton gebildet oder aber Malon- und

Essigsaure (Bosworth und Prucher, 1911; Challenger, Subramaniam

und Walker, 1927, 1928):
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CHa-COOH

I

G{OH)-COOH

1

CHa-GOOH

GHa-GOOH

I

- G:0

1

GHa-GOOH

Acetondicarbon-

saure

GOOH

GHa

GOOH

GHa

I—^ G;0

1

GHg

GOOH

I

+ CHa

1

GOOH

Im Gegensatz haben Wieland und Sonderhoff (1932, 1933) und
SoNDERHOFF (1936) sowic MuLLER (1935) keinc Acetondicarbonsaure finden

konnen. Martius (1938) denkt, dass anstatt Acetondicarbonsaure a-Keto-

glutarsaure moglicherweise auch bei niederen Organismen die erste Abbau-

produkt der GS ware. — Ferner ist auch an die Mdglichkeit gedacht

worden, dass der Abbau der GS uber Oxalessigsaure (Bernhauer, 1933)

Oder uber Aconitsaure (Terada, 1924) verliefe.

2. Tierorganismns.

Uber die experimentellen Nachweise der Verbrennung und der

Bildung der CS im Organismus hoherer Tiere wurde schon im yor-

hergehenden Kapitel bericbtet. Reichel und Neef (1935) erhiel-

ten bei Umsetzung von CS in Leberpraparaten in Ubereinstimmung

mit den oben angefiibrten Versuchen Acetondicarbonsaure. Auch

Langecker (1934) bemuhte sich um den Nachweis der Bildung

von Acetondicarbonsaure, batte aber keinen sicheren Erfolg. Von
vielen Forschern wurde angenommen, dass der Abbau der CS zu

Acetondicarbonsaure durch die von Thunberg gefundene De-

hydrase bewirkt wurde, aber Wagner-Jauregg und Rauen (1935)

konnten nicht mit aus Leber isolierten Dehydrasepraparaten die

Bildung dieser Sauren nachweisen, ebensowenig wie zugesetzte

Acetondicarbonsaure von der Debydrase abgebaut wurde, was

man auf Grand der biologischen Reaktionen batte annebmen

konnen. Im Zusammenbang mit diesen Versucben wurde aber die

erstaunliche Tatsache festgestellt, dass die Debydrase die iso-CS

scbneller abbaut als die CS.

Nacbdem Martius und Knoop (1937) mit Dehydrasepraparaten

aus CS a-Ketoglutarsaure und Bernsteinsaure erbalten batten,

stellten sie die Tbeorie auf, dass der Abbau der CS nicbt iiber

Acetondicarbonsaure sondern fiber cis-Aconitsaure (Malachowski
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und ]\Iaslowski, 1928), iso-CS, Ketotricarballylsaure unda-Keto-
glutarsaure zu Bernsteinsaure verliefe. Die Wirkung der Dehydrase

bezoge sich dementsprechend garnicht auf die CS selbst sondern

auf die aus ihr entstandene iso-CS. Auch Krebs, Salvin und
Johnson (1938) gelang es dutch Vergiftung der Gewebe mit
Arsenigsaure a-Ketoglutarsaure und Bernsteinsaure zu isolieren.

Martius (1937) hat weitere Beweise fiir diese Theorie gefunden,

indem es ihm gelang mittels der Gurkensamen-Dehydrase aus

cis-Aconitsaure auch riicklaufig CS darzustellen. Ferner konnte

dieser Forscher auch bei Verwendung von Selenit aus Leber- und
Muskelpraparaten als Spaltungsprodukt der CS optisch aktive

iso-CS isolieren, da das Selenit die Wirkung der Dehydrase ver-

hinderte. Das Gleichgewichtsverhaltnis in biologischen Fliissig-

keiten zwischen CS und iso-CS soli nach Martius (1938) 10; 1 sein,

wahrend Johnson (1939) behauptet, dass die iso-CS ganze 16 %
ausmache. — Was den Acetondicarbonsaurebefund von Reichel
und Neef (1935) in Leberpraparaten anbetrifft, erklart Martius

(1937), dass er auf Fehlerquellen in den Bestimmungsmethoden

beruhe. Auf die gleiche Art kann man moglicher Weise auch

die bei niedrigeren Organismen gefundene Acetondicarbonsaure

in Frage stellen. Es scheint nicht ausgeschlossen, dass auch hier

der CS-Abbau den selben Weg verlauft wie im Stoffwechsel

hoherer Tiere.

Nach der heute vorherrschenden Ansicht geht der Abbau der

CS im Gewebe in zwei Phasen vor sich. Erst wird die CS (I) dutch

eine Hydratase, die Aconitase zu cis-Aconitsaure (II) verwandelt

und diese dann weiter zu iso-CS (III):

CHz-COOH CHs-COOH OH-CH-COOH

!

-HgO
11

+ H2O (

OH-C-COOH
1

—^ C-COOH
1

HC-COOH
1

1

CHg-COOH
1

CHa-COOH
1

GHa-COOH

I ri III

Die Wirkung der eigentlichen Dehydrase bezieht sich erst auf

die iso-CS, in Wirklichkeit handelt es sich also um eine iso-CS-

Dehydrase. Das erste Zwischenprodukt ist die Ketotricarballyl-

oder Oxalbemsteinsaure (IV), aus der dutch Decarboxylierung

a-Ketoglutarsaure (V) entsteht. Von dieser geht es dann weiter

zu Bernsteinsaure (VI):

2
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COOH

OH-GH-COOH OiC-COOH 0:C-C00H CHg

HC-COOH HC-COOH "3^2 HGH
1 I I “"I
GHa-GOOH GHg-GOOH GHa-GOOH GOOH

III IV V VI

Was den weiteren Abbau der Bernsteinsaure angeht, hat schon

Einbeck (1919) gezeigt, dass aus ihr durch Dehydrierung Fumar-
saure und dann -weiter 1-Apfelsaure entsteht, wobei das endgiil-

tige Mengenverhaltnis zwischen den zwei zuletzt genannten Sauren

nach Dakin (1923) I: 3 sein soli. Das folgende Glied in der Oxy-
dationskette ist Oxalessigsaure, deren Isoliemng viel Schwierig-

keiten bereitet hat. Banga (1935, 1936) gelang es jedoch nach
Zusatz von Arsenit und Hydrazin aus 1-Apfelsaure Oxalessigsaure

darzustellen und zu isolieren; schon friiher hatten aber Hahn,
Haarmann und Fischbach (1929) und Hahn (1930) gewisse

Beweise fiir diese Reaktionsfolge gebracht. Green (1936) gibt an,

Oxalessigsaure am sichersten im Herzmuskel von Ratten, Kanin-

chen, Tauben und Meerschweinchen nach Zusatz von l-Apfelsaure

gelunden zu haben.

Mayer (1914) und Hahn und Haarmann (1928, 1929) kamen
an Hand von Versuchen zu dem Resultat, dass die Oxalessig-

saure im Tierorganismus weiter decarboxyliert wird, wobei Brenz-

traubensaure entsteht. Straub (1936), Laki (1936) und Breusch

(1939) behaupten aber, dass der grosste Teil der Oxalessigsaure zu

Apfelsaure und Fumarsaure zuruck verwandelt wird und dass die

von den erwahnten Forschem gefundene Brenztraubensaure nur

ein Spaltungsprodukt von Zucker sei. Banga und v. Szent-Gyorgyi

(1936) meinen jedoch, dass ein Teil decarboxyliert wird. v. Szent-

Gyorgyi’s Schule, zu der diese Autoren gehoren, erklart (1934

—

1936), dass die 4-C-Dicarbonsauren bei der Zuckerverbrennung

katal3d;isch wirken und dass sie zusammen mit dem System von

Warburg-Keilin den Weg bilden, auf welchem der Wasserstoff

der verschiedenen Donatoren auf die Sauren ubertragen wird. Nur
in Gegenwart eines Dberschusses wd ein Teil der 4-C-Dicarbon-

sauren oxydiert (Annau und Straub, 1937), aber trotzdem bleibt das

Verhaltnis Fumarsaure:!-Apfelsaure unverandert (Breusch 1937).

V. Szent-Gyorgyi (1937) hat die Bedeutung der4-C-bicarbon-

sauren fur die Gewebsatmung folgenderweise erklart:
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GOOH GOOH
1 1

GOOH
I

I 1

HGH CH
1

HGH
1

0,_WK^. 1 sii
Warburg-
Keilin

HGH GH
1 1

HGOH
1

System GOOH GOOH GOOH

COOH

HGH
I

G:0

2H
Donator

GOOH

Breusch (1937) hat auch die Bedeutung der CS und anderer

6-C-Tricarbonsauren fiir die Gewebsatmung auf analoge Art und
Weise zu erklaren versucht, ohne aber irgendwelche Beweise fiir

seine Theorie anzufiihren.

Im Jahre 1936 konstatierten Knoop und Martius, dass bei der

Oxydation von Oxalessigsaure zusammen mit Brenztraubensaure

mit Wasserstoffsuperoxyd CS entsteht. In 5 % Losung erhielten sie

nach 20—30 stiindlicher Reaktion bis zu 35 % der theoretischen

Ausbeute. Sie nehmen an, dass sich die beiden Sauren erst zu einem

Komplex kondensieren, von dem bei der Oxydation Wasser und
Kohlendioxyd abgespalten wird, wobei CS gebildet wird:

0
H3G.C.GOOH

0
HaG-C-COOH HtG-GOOH

+
1 HsO* 1

0:G-G00H
1

—^ OHC-GOOH
1

> OHG.GOOH+GOj+HsO
1

1

HiG-GOOH
1

HgC-GOOH
1

H»G-GOOH

Abweichend von der angefiihrten Reaktionsfolge nahmen
Krebs und Johnson (1937) an, dass die CS aus Oxalessigsaure

zusammen mit einer Triose gebildet wurde und ftihren als Stiitze

hierfiir ihre mit Taubenbrustmuskel ausgfiihrten Versuche an;

Spater kamen Krebs, Salvin und Johnson (1938) jedoch zu der

Auffassung, dass die Brenztraubensaure moglicherweise an Stelle der

Triose an der Reaktion teilnehmen kann. Die gebildete CS werde

dann wieder fiber 4-C-Dicarbonsauren zu Oxalessigsaure verbrannt,

welche letztere von neuem mit einer Triose (bzw. Brenztrauben-

saure) reagiere. Durch diesen Umsatzcyklus werde der Zucker

allmahlich oxydiert:

+ O2

• Oxalessigsaure-

— GS -f-

+ »Triose»

Breusch (1937) jedoch behauptet, dass die mit Oxalessigsaure

erhaltenen CS-Werte von dem bei der Neutralisierung gebildeten
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Komplex herriihren und nicht enzymatisch entstanden seien.

Spater (1939) erhielt er in Rattennierengewebe positive Resultate,

jedoch sind ihm anscheinend die frviheren Untersuchungen von

SiMOLA, Hallman und Alapeuso (1939) und Hallman (1939)^

entgangen, bei welchen auch andere 4-C-Dicarbonsauren zusam-

men mit Brenztraubensaure im Rindergewebe starke CS-Bildung

hervorriefen.

Krebs und Johnson (1937) stiitzen ferner ihre Cyklustheorie

auf die Beschleunigung der Gewebsatmung durch CS, welche seiner

Zeit von Thunberg (1910) und spater von Battelli und Stern

(1911, 1914) und Abderhalden und Wertheimer (1921) gefunden

wurde. Breusch (1937) konnte diesen Effekt aber nichfkonsta-

tieren. —Auch der Refund von Krebs und Eggleston (1938), dass

das Insulin in Gegenwart von CS die Gewebsatmung steigert,

deutet daraufhin, dass die CS etwas mit der Zuckerverbrennung

zu tun hat. Spater haben Shorr und Barker (1939) diesen

Effekt bestatigen konnen, aber nur mit Taubenbrustmuskel.

Was in-vitro-Versuche mit verschiedenen Geweben anbetrifft,

ist die Beobachtung von Simola (1938), nach der die CS im Rinder-

gehirn neben anderen Verbindungen- als ein Umsatzprodukt der

Brenztraubensaure auftritt, wichtig. Schon fruher hatteri Hahn
und Haarmann (1929) die entgegengesetzte Reaktion, namlich

die Bildung von Brenztraubensaure bei der Oxydation der CS

beobachtet und als direkte Dehydrieruhg erklart. Weitere Ver-

suche von Simola (1938), Simola und Alapeuso (1938) 'und

Simola und Hallman (1938) und Hallman (1938) haben gezeigt,

dass ausser den schon erwahnten Vorlaufern der CS auch die a-Keto-

glutarsaure, Bernsteinsaure, Fumarsaure, 1-Apfelsaure; p-Oxy-

buttersaure, Acetessigsaure, Buttersaure und Maleinsaure Anlass zu

CS-Bildung geben. Ausser den Cyklussauren handelt es sich also

um Abbauprodukte der Fette. Als eventuellen Weg fiir die CS-

Bildung haben Simola und Alapeuso (1938) anfangs ausser der

Reaktion von Oxalessigsaure mit Brenztraubensaure die Kon-

densation zweier Molekiile Oxalessigsaure mit anschliessender De-

carboxylation in Erwagung gezogen. Die Bildung aus P-Oxy-

buttersaure konnte moglicherweise zum Teil fiber Apfelsaure ver-

laufen, wobei die entstandige Methylengruppe zur Carboxylgruppe

oxydiert wiirde.

In den letzten Jahren vorgenommene in-vivo-Versuche zeigen

auch, dass die 4-C-Dicarbonsauren etwas mit der CS-Bildung zu tun

haben. Derart fanden Orten und Smith (1937, 1938, 1939) dreissig-

^ Im Zusammenhange mit dieser Arbeit.
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bis vierzigfache Steigerung der CS-Ausscheidung mit dem Harn
nach intravenoser Verabreichung von Bernsteinsaure, Fumarsaure
und Apfelsaure. Krebs, Salvin und Johnson (1938) haben bei

Ratten und Kaninchen entsprechende Resultate erhalten. Sie

erklaren das ebenfalls positive Resultat nach Verabreichung von
Maleinsaure und Malonsaure durch Vergiftung der die CS abbauen-

den Enzyme. -Simola (1938), Simola, Krusius und Alapeuso
(1938), Simola und Kosunen (1938), Simola und Krusius (1939)

und Krusius (1940) haben bei Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen

und beim Menschen auch noch nach Belastung mit anderen Sauren,

we z.B. Brenztraubensaure, Brenztraubensaurealdol, /?-Oxybutter-

saure. Iso- und Normobuttersaure, a-Ketoglutarsaure, Glutarsaure,

Citraconsaure und Aconitsaure Zunahme der CS-Ausscheidung

beobachtet, die die entsprechende Alkalivirkung deutlich iiber-

stieg. Es mag ferner noch erv'ahnt werden, dass Furth, Minni-
BECK und Edel (1934) bei einem Jungschwein vermehrte CS-

Ausscheidung nach Verabreichung von Natriumacetatsahen. Dieser

Effekt konnte aber in den anderen angefiihrten Untersuchungen

nicht bestatigt verden.

JiIArtensson (1938), der bei Untersuchung des arteriellen und
venosen Blutes und bei Perfusionsversuchen mit Leber und Nieren

von Kaninchen und Katzen den starksten CS-Verlust in den Nieren

land, behauptet, dass auch die durch Apfelsaure erhaltene CS-

Steigerung im Blut nur scheinbar sei. Die hohen Werte bei den

Belastungsversuchen wurden nur durch die vergiftende Wirkung
grosser Apfelsauremengen auf das Oxydationssystem der CS be-

dingt. Bei intravenoser Verabreichung von Apfelsaure beobachtete

er (1939) zwar eine Zunahme der Blut-CS, besonders in den Renal-

venen, genauso* wie Smith, Orten, Johnston und Banguess

(1939), aber er macht geltend, dass die Fahigkeit der Nieren CS
abzubauen entsprechend vermindert sei. Bei Perfusionsversuchen

bekommt zwar MAbtensson CS aus Apfelsaure, aber auch hier-

bei soli der Zusatz der Saure nur eine Abnahme der CS-Spaltung

hervorrufen.

Ausser mit den Kohlenhydraten und teihveise mit den Abbau-

produkten der Fette ist die CS auch in Verbindung mit den Amino-

sauren gesetzt worden. Bekanntlich entstehen bei der Desami-

nierung derselben Ketosauren, so z. B. aus Glutaminsaure a-Keto-

glutarsaure (Knoop, 1931; Krebs, 1933). Diese Reaktion ist rever-

sibel, vie V. Euler, Adler, Gunther und Das (1938) und Krebs
und Cohen (1939) gezeigt haben. Andererseits entsteht die a-Keto-

glutarsaure, wie erwahnt, auch aus CS. Braunstein und Kritzmann
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(1937), Kritzmann (1938) und Braunstein (1939) haben nach-

gewiesen, dass die Aminogruppe der Glutaminsaure auf andere

Ketosauren iibertragen werden kann, und Cohen (1939), dass

eine derartige Umaminierung aucb zwiscben anderen entspre-

chenden Sauren stattfinden kann. Simola und Alapeuso

(1939) glauben, dass wenigstens ein Teil der durcb Zusatz von
Brenztraubensaure entstandenen a-Ketoglutarsaure durcb Umami-
nierung gebildet -wird, ebenso wie ein Teil der ebenfalls vorge-

fundenen CS aus der durcb Umaminierung entstandenen Oxal-

essigsaure. Adler, Euler, Gunther und Plass (1939) geben der

CS bei der Aminosauresyntbese des Organismus eine sebr wicbtige

Aufgabe, nacbdem sie aus Herzmuskel die iso-Citrico-Apodebydro-

genase und die Glutaminsaure-Apodebydrogenase isoberten, welcbe

letztere unter gewissen Bedingungen in Gegenwart von Ammoniak
aucb die reductive Aminierung von a-Ketoglutarsaure bedingt.



II. Methodik,

A. Die Behandlungf der Gewebe und die Versuchs-
anordnungf.

In den vorgenommenen Versuchen wurde Rindeigewebe verwendet.

Dies aus dem Gruhde, weil es leicht und in genugenden Mengen zu erhalten

war. Wegen der Grosse der einzelnen Organe ist es am geeignetsten zu

derartigen Serienbestimmungen, indem es konstante Vergleichsbedingungen

ermoglicht. Ferner konnen zu jedem Versuch grdssere Mengen Gewebe
benutzt werden, wodurch schon kleine Unterschiede in den CS-Werten
deutlich zum Vorscbein kommen.

Das Gewebe wurde taglich unmittelbar nach dem Schlachten der Tiere

aus der Schlachterei geholt, meist veretrich bis zum Beginn des Versuchs

durchschnittlich 1—2 Stunden. Wie spater gezeigt wird, werden weder
die die CS spaltenden noch die sie aufbauenden Enzyme besonders leicht

zerstort, selbst nicht im Verlaufe mehrerer Tage, so dass diese kurze Zeit-

spanne bis zum Beginn des Versuchs keine nennenswerte Bedeutung hat.

Die gleichzeitig vorgenommenen- Versuche (d. h. eine Serie) sind jedenfalls

ohne Einschrankung mit einander vergleichbar, unabhangig davon, ob

seit dem Schlachten eine etwas langere oder kiirzere Zeit verflossen ist.

Selbst wenn w also denken, dass die Zeit auf die eine oder andere Art

schwachend auf den Verlauf der Reaktionsvorgange einwirkt, ist dies gleich-

gultig bei der Beurteilung der Ergebnisse.

Nachdem das Fett und Bindegewebe sorgfaltig entfernt war, wurde das

Gewebe unmittelbar in einer vorher eisgekxihlten Miihle fein gemahlen

und dann noch gut vermischt. Die zu jeder Bestimmung notwendige Ge-

webemasse -wurde dann auf fertig tarierten und ebenfalls eisgekiihlten

Uhrglaschen gewogen. Gewohniich ^vurde zu jeder Bestimmung, wenn
nicht anders angegeben ist, 20 g Gewebsbrei verwendet.

Schon vor dem Eintreffen der Gewebe aus der Schlachterei wurde vor-

bereitend in 200 cm® fassende Erlenmeyerflaschen 50 cm® Pufferldsung,

gewohniich 1 % Natriumbicarbonat pipetiert und die fiir jeden Versuch

bezweckte Saure, als neutrales Natriumsalz in 10 cm® Wasser gelost. Bei

Untersuchungen uber den Abbau der CS -wurde demgemass GS zugesetzt,

bei Bildungsversuchen wiederum die jeweils in Frage koramende Mutter-

substanz.
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Der gewogene Gewebsbrei wurde dann unter Schtitteln hinzugegeben.

Unmittelbar im Anschluss hieran wurde durch die Flaschen Sauerstoff oder
Stickstoff geleitet, abhangig davon ob die Versuche aerob oder anaerob

vorgenommen wurden. Das Gas wurde 15 Minuten, durch alle Flaschen

gleichzeitig, geleitet. Anschliessend -wurden die Flaschen luftdicht ver-

schlossen und in den Thermostat (37° C) gesetzt. Nach genugend langer

Bebriitung -wurde das Eiweiss durch Ausfallung mit 20 cm® 20 % Trichlor-

essigsaure entfernt.

Die Einleitung des Sauerstoffs geschah direkt aus einer Gasbombe.
Der Stickstoff %vurde dagegen zur Entfernung der letzten Sauerstoffreste

mindestens 24 Stunden in einer grossen Flasche iiber Phosphorpentoxyd

aufbewahrt, wonach er mittels Wasserdruck durch Waschflaschen mit
Schwefelsaure und Wasser in die Erlenmeyerkolben geleitet wurde.

Die CS-Bestimmung -^vurde in dem Eiweiss-freien Filtrat ausgefiihrt.

Es leuchtet ohne weiteres ein, dass die gleichzeitig angesetzten Versuche

direkt miteinander verglichen werden konnen. Da die Gewebe selbst eine

gewisse Menge CS enthalten ist parallel mit jeder Versuchsreihe eine Blind-

probe vorgenommen worden, bei der das Eiweiss schon vor der Gasein-

leitung ausgefallt %vurde. Da ferner festgestellt ^vurde, dass in alien Ge-

webesuspensionen bei alkalischer Pufferung etwas CS gebildet wird, wurde
auch immer eine s. g. Nullprobe ausgefiihrt, d. h. einer Erlenmeyerflasche

wurde keine Saure zugesetzt. Derart kann die in dem Gewebe vorhandene

und die bei den beschriebenen Versuchsbedingungen spontan entstehende

CS eliminiert werden.

Sowohl bei Untersuchung der CS-Bildung als auch bei Versuchen iiber

deren Abbau %vurden die Bestimmungen in einem aliquoten Teil des Ei-

weiss-freien Filtrats vorgenommen. Derart -wurde festgestellt ob der CS-

Gehalt der Suspension ab- oder zunahm.

Bei Bestimmung des CS-Gehalts des Gewebes wurde etwas anders

verfahren. Anstatt das Gewebe in einer gewohnlichen Fleischmiihle zu

mahlen, welches Vorgehen bei den anderen Versuchen zur moglichsten Ab-

kiirzung des Zeitverlustes notig war, obwohl der Gewebebrei hierbei etwas

grober verblieb, -wurde das Gewebe in der Latapi-Miihle zerkleinert. An-

schliessend hieran wurde es noch in einem Mortel mit Sand verrieben,

wobei allmahlich 20 cm® Wasser hinzugeriihrt und schliesslich das Eiweiss

mit Trichloressigsaure ausgefallt -wurde. Bei diesen Bestimmungen vnirden

meist nur 10 g Gewebe verwendet. Nach einstiindigem Stehen wurde das

Reiben im Mortel -wiederholt. Die Bestimmung -wurde schliesslich -wieder

aus einem aliquoten Teil des Filtrats ausgefiihrt.

In denjenigen Geweben, in denen sich 10 g als zu grosse Ausgangsmenge

erwiesen, -nie beispielsweise die Milchdriise und Schilddruse, -wurde zur

Verreibung im Mortel nur 0.5—1 g verwendet. Hierbei -wurde weniger

Flussigkeit zugesetzt und nach dem Filtrieren -wurde die Fallung mit

insgesamt 30 cm® 5 % Trichloressigsaure in Portionen von 5 cm® gewaschen.

Dieses Waschen der Fallung envies sich als ausreichend, da das letzte

Waschwasser keine Spuren CS mehr enthielt.



UNTERSUCHUNGEN USER DIR iBILDUNG. UND DEN ABBAU USW. 25

B. Die Citronensaiirebestimmuiig’.

X. tyber Bestimmungsmethoden im allgemeinen.

Die ersten CS-Bestimmungen -vviirden durch Ausfallung mit schweren

Metallsalzen vorgenommen, von denen anfangs Calcium am gewohn-

lichsten war. Auch Barium ^vu^de zu dem selben Zwecke verwendet. Da
aber feststeht, dass im tierischen Organismus viele Verbindungen vorkom-

men, die unter denselben Bedingungen ausgefallt werden, hat dieses

Verfahren neuerea, mehr spezifischen Methoden weichen mussen. Trotz-

dem wird auch heute noch das Barium- oder Calciumsalz der CS zur Iso-

lierung und genaueren Identifizierung derselben verwendet.

Die erste spezifische CS-Bestimmungsmethode basiert auf der Beobach-

tung von Stahre (1897), dass bei der Oxydation der Saure mit Kalium-

permanganat eine rotbraune Fallung gebildet wird, welche Wohlk (1902)

als Pentabromaceton identifizieren konnte und zu CS-Brmittelungen in

der Milch venvendete. Anfangs glaubte man, dass die CS direkt zu Aceton

oxydiert werde, welches dann mit Brom eine zu quantitativen Bestim-

mungen geeignete Fallung bilde. Spater wurde jedoch gezeigt, dass bei

der Oxydation zuerst Acetondicarbonsaure gebildet wd, welche sich mit

Brom als schwerlosliches Pentabromaceton ausfallt.

Diese Methode hat sich als praktisch und vor allem ziemlich spezifisch

enviesen. Im Laufe der Zeit sind eine ganze Reihe Modifikationen der-

selben entstanden. Kunz (1915) berichtet, dass die Weinsaure, Apfelsaure,

Bernsteinsaure und Milchsaure sowie Glycerin nicht bei der Reaktion

storen. Amberg und Me Clure (1915) fanden ferner, dass ausser diesen

Verbindungen auch die ^-Oxybuttersaure, Harnsaure, Brenztraubensaure,

Tricarballylsaure, Aconitsaure, Itaconsaure, Citraconsaure, Mesaconsaure

und Glucose keinen Einfluss auf die ermittelten CS-Werte haben. Com-
metiani (1931) erklart auch die iso-CS, cis-Aconitsaure, a-Ketoglutar‘

saure, Brenztraubensaure, die 4-G-Dicarbonsauren und die Acetonkorper

als nicht storend. Dagegen wrd natiirlich das Oxydationsprodukt der CS
die Acetondicarbonsaure ausgefallt, jedoch reichen 20 Minuten Kochen der

Losung vor der Oxydation um sie zu zerstoren. t)ber das Verhalten der

CS selbst beim Kochen liegen etwas widersprechende Angaben in der

Literatur vor (Dieudonn^, 1903; Obermaier, 1904; Ostberg, 1931; Sj6-

STROM, 1937).

Trotz der vielen Modifikationen der Stahre’sehen Methode, bei weichen
versucht -wurde die Oxydation bei moglichst giinstigen Versuchsbedin-

gungen auszufiihren, ist die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion ziemlich

hoch geblieben. Mengen unter I'mg werden im allgemeinen nicht bestimmt.
Die einzige Methode des Nachweises kleiner Pentabromaceton- und also

auch CS-Mengen ist bisher von Pucher, Sherman und Vickery (1936)

beschrieben worden. Diese Forscher beobachteten, dass das in Petrolather

aufgenommene Pentabromaceton in Natriumsulfidlosung eine in PsTidin
haltbare Farbe bildet, die zur kolorimetrischen Bestimmung geeignet ist.
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Mit dieser Methode werden GS-Mengen von 0.1—1.0 mg nachgewiesen.

Uber die AusCuhmng der Bestimmung und Einzelheiten dieses Verfahrens

soil im nachsten Kapitel berichtet werden.

Ausser in Gegenwart von Brom ist es auch versucht warden, die CS
aul andere Art zu oxydieren und Bestimmungen darauf aufzubauen. So
nahm DENicfes (1901) die Oxydation auch mit Kaliumpermanganat in

stark saurer Losung, aber in Gegenwart von Quecksilbersalzen vor. Aus
dem hierbei entstehenden Komplex konnte die CS nach Wagung desselben

errechnet werden. Pratt (1912) und Willamann (1916) bestimmten

auch das Komplexsalz gravimetrisch, aber Bleyer und Schwaibolu

(1925) verwendeten bei ihrer Mikromethode jodometrische Titrierung

desselben. Jedoch die stbrende Wirkung vieler organischer Verbindungen

schrankt auch den Gebrauch dieses Verfahrens ein. So erhalt man bei

der jodometrischen Titrierung zu grosse Werte durch den aus Milchsaure,

Apfelsaure u. a. gebildeten Acetaldehyd. Kogan (1929) nahm die Oxyda-
tion in noch saurerer Losung vor, wobei der Acetaldehyd zerstort werden
soli. Auf ahnliche Art haben auch Bartels (1933) und Taufel und Mayr
(1933) versucht die Specifitat der Methode zu erhohen. Als gunstigste

Aciditat bei der Oxydation wurde pH 2 festgestellt. Die zuletzt genannten

Forscher haben statt durch jodometrische Titration das bei der Oxydation

gebildete Aceton direkt durch Destination bestimmt.

Mere. (1904) hat versucht die Acetondicarbonsaure nach der Oxydation

der CS mit Nitroprussidnatrium zu bestimmen, wie andere Ketoverbin-

dungen. Jorissen (1919) bestimftit die bei der Oxydation abgespaltene

Blausaure. Broeksmith (1904) setzt nach der Kaliumpermanganatbe-

handlung unter Erwarmen Ammoniak und Jodtinktur hinzu und bestimmt

die Jodolormbildung. Rosenthaler (1903) hat versucht Ferrichlorid zu

verwenden wie bei der Untersuchung nahe verwandter Sauren. Haussler

(1914) gibt an eine neue Farbreaktion entdeckt zu haben. Nach Hinzu-

fiigen von alkoholischer Vanillinlosung verdunstet er auf dem Wasserbad,

wobei mit CS eine starke violette Farbe gebildet wird. Der Riickstand lost

sich mit griinlicher Farbe in Wasser und schlagt um in rot nach Zusatz

von Ammoniak. Zucker und Albumine sind vor der Reaktion zu entfernen.

Erwahnt mag auch noch das Vorgehen von Spica (1910) werden, der das

beim Erhitzen von Galciumcitrat entstehende Kohlendioxyd mit dem

Apparat von Beau uiid Dunbarr (1911) bestimmt. Amberg und Mayer

(1922) ermitteln die Kohlensaure in dem Schliff’schen Apparat mit 50 %
Kaliumhydroxydlosung. — Keine dieser zuletzt angeftihrten Methoden

hat aber grosseren Anklang gefunden.

Die Bestimmung sehr kleiner CS-Mengen, ebenso wie anderer organi-

scher Sauren, ist Klein und Werner (1925) gelungen, die noch mit 0.005

mg ein positives Ergebnis erhalten. Die Identifizierung der CS geschieht

mikroskopisch als Silbersalzkristalle.

Schon oben wurde das von Thunberg (1929) entdeckte spezifische

dehydrierende Enzym der CS erwahnt. Die s, g. Thunberg-Methodik beruht

auf der Fahigkeit von Methylenblau als Wasserstoffacceptor zu fungieren.
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Bei der Oxydation der CS durch das Enzym in von Lult evakuierten

Thunbei^-Rohrchen wird das Methylenblau unter Verlust der Farbe zur

Leukoverbindung reduciert. Je weniger CS in der Probe ist, desto langsamer

verschwindet die Farbe. Erreicht die CS-Konzentration eine gewisse Kobe
wachst die Entfarbungsgesch^vindigkeit nicht mehr, sondem verbleibt

gleicher Grosse. Durch Vergleich der unbekannten Losung mit einem

Standart, dessen CS-Gehalt bekannt ist und dem ebenso viel Enzym- und
Methylenblaulosung zugesetzt wrd, kann die CS genau bestimmt werden.

Thunberg hat diese seine Methode eingehend in einer Publikation aus dem
Jahre 1933 beschj^ieben.

Viele Forscher haben in zahlreichen Untersuchungen wiederholt die

Spezifitat dieser Reaktion gepriift Oder mit anderen Worten untersucht,

ob andere Verbindungen die Dehydrierung hemmen oder beschleunigen.

So hat Thunberg (1929) eine grosse Zahl biologischer Verbindungen unter-

sucht und festgestellt, dass Apfelsaure und Alkohol in lOO-facher Konzen-

tration die Farbe ebenso schnell zum Verschwinden bringen wie CS. —
V. Euler und Klussmann (1933) konstatierten auch, dass die Ascorbinsaure

ebenfalls Methylenblau reducieren kann. Gronvall (1937) und Sjostrom

(1937) erklaren aber, dass viel hohere Ascorbinsauremengen notwendig

sind als we unter biologischen Bedingungen vorkommen, ehe es zu einer

Storung des Reaktionsverlaufes kommt. Nach Gronvall (1937) soil das

Glutathion auf irgend eine Art und Weise die Reaktion hemmen, Sjo-

STROM (1937) hat aber wenigstens unter normalen Bedingungen nie sto-

rende Mengen dieser Verbindung im Serum konstatieren konnen. v. Euler
und Klussmann (1934) haben die Wirkung des Lichts in Gegenwart von

Ascorbinsaure auf die Entfarbung von Methylenblau untersucht, und

Gronvall (1937) hat auch bemerkt, dass in dem CS-Dehydrasesystem die

Farbe in grellem Sonnenlicht schneller verschwindet als sonst. Dies "wird

aber durch die bei jeder Bestimmung gleichzeitig angesetzte Standart-

probe ausgeschaltet. Die Reaktion und der Mineralgehalt sind auch zu

beachtende Faktoren. Kleine Unterschiede sollen aber nach Sjostrom

(1937) wenigstens bei Serumbestimmungen nicht nennenswert storen.

Sehr bemerkenswert ist der Befund von Martius und Knoop (1937),

dass es sich garnicht um die Dehydrase der CS sondern der iso-CS handelt,

sodass also vor allem diese Saure und nur neben ihr die CS bestimmt wird.

Viel Miihe bei der Thunbergmethodik hat die Berechnung verursacht.

Die Entfarbung der Eiweiss-halligen zu untersuchenden Losungen und

des Eiweiss-freien Standarts geht namlich nicht immermit der gleichen,

proportionalen Geschwindigkeit vorsich bei verschiedenen CS-Konzen-

trationen. U. a. Thunberg (1929), Ostberg (1931), Sjostrom (1937)

und Gronvall (1937) haben jeder eine etwas andere Berechnungsart ange-

geben, deren Erklarung in diesem Zusammenhang nicht notwendig ist.

Da die auf verschiedene Art berechneten Ergebnisse nicht besonders grosse

Unterschiede aufweisen, habe ich der Einfachheit halber bei meinen Kop-

trollbestimmungen die ursprungliche Berechnungsart von Thunberg
verwendet.
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Viele Forscher haben Vergleicbsbestimmungen zwischen den verschie-

denen Methoden ausgefiihrt. So benutzten Me Glure und Sauer (1921)

bei ihren Untersuchungen die Methode von DENiefes und andererseits die

Pentabromaceton-Modifikation von Stahre. Die Resultate erwiesen sich

als ziemlich schlecht. Ostberg (1931) vergleicht die zuletzt envahnte

Methode mit der Thunberg’sehen, wobei er. in wassrigen Losungen und'im

Harn mit der Pentabromacetonmodifikation kleinere Werte erhielt. Mit

der von ihm berechneten Korrektion.(5.45 mg) erhalt er jedoch einiger-

massen ubereinstimmeride Werte. Nordbo und Scherst^n (1931) ver-

glichen mit der Thunberg-Methode die Pentabromaceton-Modifikation von

BLEYER und.ScHWAiEOLD (1925) und erhielten ebenfalls kleinere Werte

mit der letzteren. Ebenso musste Scherst^n (1937) bei .Vergleich der bio-

logischen Methode mit der Acetonmethode von Taufel und Mayr (1933)

eine entsprechende Korrektion (3.78 mg) vornehmen. Schliesslich haben

Krusius und Vesa (1939):s0wie Krusius (1940) einige Vergleichsbestim-

mungen der Thunberg’sehen Methode mit dem kolorimetrischen Ver-

fahren von Pucker, Sherman und Vickery (1936) im Serum vorgenbm-

men und hierbei recht gut ubereinstimmeride Werte gefunden.
’

2. Die kolorlmetrische Methode von Pucher, SHBRHANund
Vickery.

In den vorgenommenen Versuchen wurde die CS-Bestimmung nach

Pucker, Sherman und Vickery (1936) durch Oxydation derselben in

saurer Losung zu- Pentabromaceton und kolorimetrische Bestimmung

der in Pyridin haltbaren Farbe mit Natriumsulfid ausgefiihrt. Diese Me-

thode ivurde wegen ihres verhaltnismassig leichten und kurzen Arbeits-

ganges gewahit. Auch hatte sich das Verfahren bei friiheren Untersuchuh-

gen (Pucker, Sherman und Vickery, 1936;SiMOLAund Alapeuso, 1938;

Krebs, Salvin und Johnson, 1938) als besonders geeignet fiir Bestim-

mungen in Gewebsextrakten erwiesen, in denen der CS-Gehalt bedingt

durch die vorhandenen Enzyme grossen Schwankungen unterliegt. Um
die Umsetzungsvorgange schnell zu unterbrechen ist eine Behandlung mit

stark wirkenden Stoffen unbedingt notwendig. Aus diesem Grande eignet

sich die Enzym-Methode nicht. Ferner wird durch diese chemische Methode

tatsachlich die CS und nicht die iso-CS wie bei dem Thunberg-Verfahren

bestimmt.

a. Die Ausfuhrung der CS-Bestimmung.

Abgesehen von einigen geringlugigen Veranderungen warden die Be-

stimmungen nach der von Pucher, Sherman und Vickery (1936) be-

schriebenen Methode ausgefiihrt:

Von der zu untersuchenden Losung, aus der das Eiweiss entferntist,

wird ein aliquoter Teil, der nicht mehr als 0.1—1.0 mg CS enthalt, in ein

ca. 150 cm® fassendes Dekantierglas pipetiert. Es wird mit Wasser auf ca.

50 cm® verdunnt, wonach 3 cm® der 50 % Schwefelsaure hinzugegeben

werden um eine stark saure Reaktion zu erreichen. Hiernach wird 10
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Minuten iiber einer Bunsenflamme gekocht. Vorteilhaft ist der Zusatz

einiger Glasperlen um gleichmassiges Kochen zu erzielen. Anschliessend

•Hird die Ldsung auf Eis zu Zimmertemperatur abgekiililt.

Nach Zusatz eines Dberschusses von Bromwasser (gewohnlich 3—4 cw?)

muss die Ldsung wieder 10 Minuten stehen. Wenn wahrend dieser Zeit

eine Trubung der Fallung entsteht wartet man noch weitere 20 Minuten

und gibt soviel Bromwasser hinzu, dass ein sicherer tlberschuss vorhanden

ist. Hiernach wd zentrifugiert; hat sich nach den ersten 10 Minuten

keine Trubung gebildet braucht man natiirlich nicht derart zu verfahren.

Anschliessend wird die Ldsung quantitativ in einen Scheidetrichter

von ca. 125 cm® gebracht und zur Oxydation der CS zu Pentabromaceton

mit 2 cm® Kaliumbromid- und 10 cm® Kaliumpermanganatldsung ver-

setzt. Nach 10 Jlinuten langem Stehen, wobei die rote Permanganatfarbe

nicht verschwinden darf, wird mit Ferrosulfat . Oder Wasserstoffsuper-

oxyd entfarbt.

Das entstandene Pentabromaceton wird nun in Petrolather aufgenom-

men durch zweimaliges Schiitteln mit 25 cm®. Die erste Petrolatherfrak-

tion wiriLeinmal mit 5—10 cm® Wasser gewaschen und dann die kombi-

nierten Pctrolatherfraktionen noch viermal mit derselben Wassermenge.

Nach voilzogener Waschung der Petrolatherschicht, die vdllig frei von

Eisen sein muss, wird nach einander mit 3, 2, 1 cm® Natriumsulfididsung

^eschOttelt und jede Sulfidfraktion quantitativ in eine 10 cm® Massflasche

gebracht, in der faereits 3.5 cm® Pyridin ist. Anschliessend wird die Flasche

bis zur Marke mit 50 % Pyridin aufgefullt.

Die entstandene gelbe bis gelbbraune Farblosung wird mit dem Stufen-

photometer innerhalb von 30 Minuten bestimmt. Filter S-43. — Der
gefundene Extinctionskoefficient wird verglichen mit durch Analysierung

bekannter GS-Ldsungen erhaltenen Werten, indem man aus der graphisch

daigestellten Extinctionskurve direkt den CS-Wert der Ldsung abliest.

Die notwendigen JReagentien:

1. 50 vol. % Schwefelsaure (wird hergestellt durch Verdiinnung konz.

Saure mit gleichen Teilen Wasser).

2. CS-Standart-Ldsung zur Bestimmung der Extinctionskurve (1 cm®

der Ldsung entspricht 10 mg CS. Bei dem Anfertigen der Ldsung in

ca. 1-n Schwefelsaure wird das Kristallwasser der CS beriicksichtigt).

3. Bromwasser, gesattigte Ldsung.

4. 1-n Kaliumbromididsung (11.99 g KBr ad 100 aqua dest.).

5. 1.5-m Kaliumpermanganatldsung (47.4 g KMn04 ad 1000 aq.

dest.).

0. 4 % Natriumsulfididsung. Neu herzustellen jeden 2. Oder spatestens

jeden 3. Tag. Vor dem Gebrauch zu filtrieren, falls die Ldsung nicht

klar ist.

7, Petrolather (Kochpunkt 35—50°).
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8 . Pyridin (Kochpunkt 112—117°),

9. 50 % Pyridinlosung (Verdiinnung mit gleichen Teileti Wasser).

10. 3 % Wasserstoffsuperoxydlosung.

11 . 20 % Ferrosulfatlosung (20 g Krist. Salz, 1 cm® konz. H 2SO4 ad
100 Wasser).

Das Kochen Aviirde in dieser Arbeit im Gegensatz zu der Original-

metbode in Erlenmeyerflaschen von 150 cm® vorgenommen, da hier das

Sieden viel gleichmassiger ist. Dies ist besonders bei Bestimmungen aus

Wasserlosungen zu beachten.

Die Erfinder der Methode empfehlen zur Entfernung der Kaliumper-

manganatfarbe Ferrosulfat. Hierbei ist ein sebr sorgfaltiges Waschen
zur Entfernung des Eisens unbedingt erforderlich. Benutzt man dagegen

Wasserstoffsuperoxyd zur Entfarbung kann man ohne weiteres zwei

Wascbungen fortlassen, sicb also mit der Halite begnugen. Dies umso
mebr, als selbst viermalige Waschung sicb oft nach der Entfarbung mit

Ferrosulfat als nicht geniigend envies, da bei der Aufnahme in Nalrium-

sulfid oft eine griinlicbe, durcb Spuren von Eisen bedingte Farbe ent-

stand, die bei der Photometrierung storte. Die Verwendung von Wasser-

stoffsuperoxyd schaltet diese Fehlermoglicbkeit aus und verkvirzt den

Arbeitsgang.

Es zeigte sicb, dass das Pentabromaceton sebr leicbt von Petrolather

aufgenommen -wird. Schon nach der ersten Extraktion bleiben nur noch

Spuren desselben, selbst bei grossen Mengen, in der Wasserschicht zuriick

und bei der zweiten Extraktion der Losung mit — im Gegensatz zu der

ursprunglicben Bestimmung — nur der Halfte der vorgeschriebenen

Petrolatbermenge, also 10 cm®, wird das gesamte Pentabromaceton quan-

titativ erfasst.

Ein Nachteil dieser Methode, ebensowie der von Thunberg ist die

veihaltnismassig geringe CS-Quantitat, die in der zu analysierenden Losung

vorhanden sein darf. Kleine Mengen werden zwar noch genau bestimmt,

aber die obere Grenze liegt sebr niedrig. Durcb Vornahme orientierender

Bestimmungen kann man naturlicb feststellen, zu welcher Grossenklasse

der CS-Gebalt der fraglichen Losung gehort, aber die Arbeit wird hierdurcb

verdoppelt.

Durcb Verdunnung der in Pyridin aufgenommenen Natriumsulfid-

schicht in einer grosseren Massflascbe mit 50 % Pyridin und durcb Photo-

metrierung dieser Losung kann man auch grossere Mengen bestimmen.

Jedoch erwiesen sicb die Ergebnisse nach Multiplikation des abgelesenen

Wertes mit dem Verdiinnungskoefficient als ziemlicb ungenau. Zu besseren

Resultaten gelangt man, wenn man fiir jede Verdunnung eine eigene

Standart-Extinctionskurve anfertigt (vgl. Abbildung Nr. 1).

Die graphiscben Kurven %vurden erbalten durcb CS-Bestimmungen mit

einer Standartlosung, wie aus der Tabelle Nr. 1 hervorgeht.
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Tabclle Nr. 1.

CS-Slandart-Exlinclionswarle bei Verwendung verschiedencr Pyridinver-

d&nnungen.

Zugcsctztc CS
in mg

Exlinctionskocfficicnt *

Vcrdnniuing

1: 10

VerdOnnung

2; 10

VerdOnnung

3: 10

1.0 0.090 0.180 0.2G5

1.5 0.150
'

0.320 0.4C5

2.0 0.220 0.610

2.5 0.290
'

0.825

3.0 0.705 0.950

•1.0 0.175 0.950 —
> Die Extincllonskocfficlcntcn sind dcr Miltchvcrt von vicr Bestimmungen.

Extinctlonskocff.

Abb. Nr. 1.

CS-Bestimmung in pcrschicdcnen Verdunnungen.

Knrve 1: Verdiinnung 1: 10.

Kurve 2; » 2; 10.

Kurve 3: » 3; 10.
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b. Spezifiiat der CS-Bestimmung.

Bei Prufung der Spezifitat der Reaktion konstatierten Pucker, Sher-;

MAN und Vickery (1936), dass von einer grossen Zahl organischer Ver-

bindungen nur die /?-Oxybuttersaure und der Athylester der Acetondicar-

bonsaure in Mengen von 100—200 mg eine Farbe geben, die 0.1—0.5 mg,

manchmal sogar 0.8 mg CS entspricht.

Die iibrigen von diesen Forschem gepriiften, sich- negativ verhalten-

den Verbindungen waren: Aceton, Glycogen, Hamatinsaure, Kreatm und
Kreatinin, Cholestearin, Harnsaure, Hippursaure, Amytol, Harnstoff,

Taurin, Toluol, Allantoin, Oxalsaure, Tartronsaure, Milchsaure, Bernstein-

saure, Maleinsaure, Apfelsaure und Fumarsaure.

Was erstens die Acetondicarbonsaure anbetrifft, zeigte schon Com-

METiANi (1931) im Zusammenhang mit seiner Methode, dass die Saure bei

20 Minuten langem Kochen der Losung volb'g zerstort wird. Bei seiner

Methode, wird ivie schon envahnt, das durch Oxydation der CS gebildete

Pentabromaceton gravimetrisch bestimmt. Nach vielen Forschern soli

beim Kochen auch ein Teil der CS verloren gehen (Dieudonne, 1903;

Obermeyer, 1904; Ostberg, 1931; Sjostrom, 1937), wahrend wiederum

anderewie Gommetiani (1931) und Krebs und Johnson (1937) das Gegen-

teil behaupten. Die zuletzt erwahnten Forscher, deren Befunde mit meinen

diesbezuglichen Versuchen ubereinstiihmen, halten die Losung sogar eine

Stunde auf dem Wasserbade. Dutch Kochen der bekannten CS-L6sungen

beim Aufstellen der Standart-Extinctionskurven genau wie die Analysen

selbst, wird abet dieser Faktor jedenfalls ausgeschlossen.

Die Wirkung der ^-Oxybuttersaure auf den Verlauf der Reaktion nahm
ab, wenn die Losung langere Zeit vorderBestimmungstehen gelassen^vurde.

Tabelle Nr. 2 zeigt die CS-Werte, die erhalten wurden mit 180 mg (0.02-m

Losung) der Saure bei sofortiger Bestimmung und bei Bestimmung nach 24

Stunden stehen. ^

Tabelle Nr. 2.

Die Wirkung der p-Oxybullersdure (180 mg) auf die CS-Bestimmung.— Ent-

sprechende CS in mg.

Sofort Nach 24 Stunden

0.6 mg 0 mg
0.60 » ...:.. 0 »

0.65 » 0.10 »

0.75 . 0.30 »

0.75 » 0.20 »

0.80 » 0.35 »

0.80 » 0.10 »

0.90 » 0.25 »

1.00 » 0.35 »

1.00 » 0.25 »

^ In dieser Arbeit ist sowohl ^-OxybuttersSure der Firma Dr. Theodor
ScHucHARDT, G.m.b.H., Gorlitz als auch von Britisch Drug Houses Ltd.,

London verwendet worden.
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Wie aus der Tabelle zu sehcn isl, versclnvindet die /?-Oxybuttersaure

nicht immer im gleiclien Verhaltnis und gibt aucli nicht immer den ent-

sprecbcnden CS-Wert. Lassl man die Losung iiber Nacht stehen, sind

jedoch die Unterschiede so goring, dass einigermassen relative Bestim-

mungen in Frage kommon.
Ausser den oben angefflhrten Verbindungen babe ich noch eine Reihe

anderer Sanren, die als evcntuelle CS-Bildner beachtet warden miissen, auf

ihr Yerhallon bci der kolorimetrischen Bestimmung nntersucht. Bei die-

sen Bcstimmungon wurdcn die Sauren in 0.02-m Losung (50 cm*)

vcnvendcl, genau wie bci den spiiteren SYntlictisclien Vcrsuchen.

Tabelle Nr. 3.

Die Wirl;ung vcrschitdener Substrate (O.OS-m) auf die CS-Bestinunung.

Die untcrsuchtc Vcrblndung CS In mg

.•\cctaldchvd 0

Essig'suurc 0

Mcsoxnhfiurc 0

Brcnztntubcnsiiurc

Brcnztraubcnsilurcnldol * 2.95

/?-GIyccrinphosphorsfiurc .... 0

rroprloiuflurc .• 0

n-Bullcrsaurc 0.20

iso-IJuttcrs.'iurc 0.20

Crotonsaurc 0.10

Y'cinsaurc 0

0

Fumarsfiurc 0

J-.\plcIsfiurc 0

Oxalcssigsflurc 0.70—0.15

Glulars.’iurc 0

a-Kclogliilnrsiiurc* -r

Adlpins.lurc 0

CItracons.lurc 0

.Aconllsfiurc 0

Glycolsaurc 0

Glucose 0

Tricarballvlsilurc 0

Itiiconsfiurc - 8.20

Glutamlns.'iurc 0

Asp.ar.aglns.'iurc 0

‘ In tlfcscm l^aboratorium aus BrcnzlraubcnsSurc licrgcstellt (vgl, Knusius,
1910).

• Mir von Prof. Simola zur VerfOgung gcstcllt, Rcinhcit ctwa 80 %.

3
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Wie man sieht gibt besonders die Itaconsaure eine starke Farbe. Bei

wiederholten Bestimmungen blieb der Wert immer der gleiche und auch

Schwankungen nach der Art der /5-Oxybuttersaure konnten nicht beobach-

tet werden. Der durch diese Saure moglicherweise hervorgerufene GS-

Wert Avird aber bei den Syntheseversuchen durch die Parallelproben aus-

geschaltet. Dasselbe gilt auch fiir die anderen storenden Verbindungen,

also Brenztraubensaurealdol, Crotonsaure, Buttersaure, a-Ketoglutar-

saure und Brenztraubensaure. Was speziell die Itaconsaure anbetrifft,

ist sie bisher nie im Tierkorper nachgewiesen worden.

Bin deutlicheres Bild iiber die storenden Substanzen gibt die Tabelle

Nr. 4, in welcher Versuche angefiihrt sind, bei welchen zu 0.5 mg CS stei-

gende Mengen der zu priifenden Sauren zugesetzt wurden.

Tabelle Nr. 4.

Die Wirkung zunehmender Mengen verschiedener Substrate auf die

CS-Bestimmung.

GeprQfte Saure

Zu 0.5 mg CS hinzugefiigte Sauremenge^
Erhaltene CS-Werte in mg

0 0.5 1.0 5.0 10-0 50,0 100.0

Brenztraubensaurealdol 0.46 H 0.79 1,02

Brenztraubensaure .... 0.43 0,48 0.48

n-Buttersaure 0.48 0.48 bIm 0.50 0.50 0.54 0.54

y?-Oxybuttersaure .... 0.46 0.47 0.47 0.50 0.50 0,50 0.60

Crotonsaure 0.47 0.49 0.52 0.52 0.54 0.60 0.72

o-Ketoglutarsaure .... 0.48 0.45 0.47 0.47 0.49 0.49 0.49

Itaconsaure 0.48 0.50 0.52 0.60 0.76 2.05 3.50

Acetondicarbonsaure .

.

0.50 0.51 0.50 0.50 0.51 0.52 0.52

1 Krist. CS gewogen, ohne Berucksichtigung des Kristallwassers.

Die wichtigsten Verbindungen bei den synthetischen Versuchen, die

Brenztraubensaure und a-Ketoglutarsaure erhohen in Gegenwart von CS

selbst in 100-facher Menge die CS-Werte nicht. Die anderen Sauren haben

erst einen Einfluss auf die Reaktion in solchen Konzentrationen, wie sie

unter physiologischen Bedingungen nicht vorkommen.
Bei Untersuchung der GS-Bildung mussten aber diese Verbindungen

gerade in den genannten Konzentrationen verwendet werden, daher.musste

ihre Binwirkung bei der CS-Bestimmung auf andere Art eliminiert werden.

Neben der gewohnhchen Gewebeprobe, in der CS entsteht, wird eine Paral-

lelprobe vorgenommen, bei der die entsprechende Sauremenge direkt zu

der ausgefallten Gewebesuspension gegeben "wird, so dass keine physiolo-

gischen Bildungs- Oder Spaltungsprozesse mehr stattfinden kdnnen. Durch

Vergleichen dieser beiden Bestimmungen erhalt man die Veranderung im

CS-Gehalt. — Was die zugesetzte Substanz, die gepriift werden sollte, an-

betrifft, nimmt ihr Gehalt in der Probe wahrend des Versuchs aller Wahr-
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scheinlichkeit nach ab. Es scheint jedenfalls unmoglich, dass ihre Kon-
zentration noch zunimmt, besonders da sie schon in »uberphysiologiscben»

Mengen zugesetzt -ttnirde.

Was die Oxalessigsaure speziell anbetrifft, haben Krebs und John-
son (1937) vorgeschlagen vor der GS-Bestimmung nach Pucher, Sherman
nnd Vickery eine Slunde auf dem Wasserbade zu kochen um ihre Wirkung
auszuschallen. Breusch (1937) behauptet A\iederum bei Bestimmung der

GS nach Commetiani, dass die Oxalessigsaure in verdiinnten Losungen
die Fahigkeit verlore die Pentabromacetonreaktion zu storen, in starken

Losungen soli jedoch der die Reaktion gebende Komplex erhalten bleiben.

Breusch nimmt an, dass bier eine Kondensation zweier Molekule Oxal-

essigsaure stattfindet oder dass die von Martius und Knoop (1936) ge-

fundene rein chemische GS-Synthese aus Oxalessigsaure und Brenztrauben-

siiure zustandc kommt. Die hierzu notwendige Brenztraubensaure wurde
durch Kohlensaureabspaltung aus Oxalessigsaure gebildet. Unneutrali-

siert, in saurer Losung, soli die Oxalessigsaure dagegen nach Breusch gar-

keine CS-Rcaklion geben. Die envahnte Kondensation trate erst bei der

Neutralisierung der Losung ein, welcheerausfiihrt, indem er 40 % Natrium-

hydroxyd zu 5—10 cm^ der Losung gibt, die 100—150 mg Oxalessigsaure

enthalten. Hierbei findet er mit der Pentabromacetonreaktion Werte,

die 1—9 mg GS entsprechen. Gommetiani (1931) selbst konstatierte jedoch

nicht, wie schon fruher enviihnt ^^'urde, dass die Oxalessigsaure storend

bei den Beslimmungen wirkt. In diesem Zusammenhang kann man nicht

umhin die starken Konzentrationen zu beachten, die Breusch bei der

Neutralisierung verwendet, dazu noch mit 40 % Natriumhydroxyd.

Jlir standen zwei verschiedenen Praparate Oxalessigsaure zur Ver-

fiigung:

1.

Oxalessigsaure. Enol-form. i)Bayer».

11. Nach WoHL und Osterun (1901) im Ghemischen Laboratorium

der Universitat Helsinki dargestellte und nach Clausner (1907) gerei-

nigte Oxalessigsaure, ebenfalls Enol-form. Schmelzpunkt 150—153°.

Das erste Praparat -vvar gelblich und stark hygroskopisch. Das zweite

war dagegen hellgrau und sog die Luftfeuchtigkeit nicht so schnell an.

Das Praparat von sBayer* war schon feucht beim Offnen der Flaschen,

so dass man mit Recht annehmen kann, dass es schon teilweise verandert

war. Mit diesen Praparaten wurde Versuche vorgenommen um nachzu-

weisen, dass die Oxalessigsaure in den benutzten Konzentrationen und bei

den vorliegenden Bedingungen nicht storend bei der GS-Bestimmung

wirkt. Mit beiden Praparaten habe ich folgende Versuche angestellt;

1. 50 mg Oxalessigsaure abgewogen und in 50 cm® Wasser gelost. GS-

Bestimmung unrailtelbar anschliessend.

2. Dieselbe Saurcmenge in Wasser gelost und genau mit 1-n Natrium-

hydroxyd neutralisiert.

3. Wie die vorhergehende Probe, nur wird vor der Bestimmung eine Stunde

auf dem Wasserbade gekocht.
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4. Dieselbe Sauremenge mit uberschussigen Hydroxyd neutralisiert.

5. Wie die vorhergehende Probe, aber 1-stundiges Kochen auf dem
Wasserbade vor der CS-Bestimmung.

6. Die Saure sorgfaltigst in eine kleine Wassermenge (10 cm®) gelost

und mit 1 % Natriumbicarbonat-Losung (der in den spateren Ver-

suchen am meisten benutzte Puffer) neutralisiert und auf 50 cm® ver-

diinnt.

7. Wie 6, aber anschliessen Wasserbadbehandlung.

Tabelle Nr. 5.

Die Wirkung der Oxalessigsaure auf die CS-Bestimmung.

Versuch Nr. Praparat I Praparat II

1 0.70 mg CS 0 mg CS

2 1.25 0.15 »

3 0.73 t + »

i 1.50 » 0.18 .

5 0.70 t + »

6 0.75 » 0.10

7 0.70 • 0 •

Wahrscheinhch liegt im Praparat I bereits irgendein, sagen wir Kom-
plex vor, der die CS-Reaktion gibt. Dies geht schon aus dem Versuch 1

mit der Wasserlosung hervor. Der Komplex ist so stabil, dass er nicht

einmal durch das von Krebs vorgeschlagene l-stiindige Kochen auf dem
Wasserbade ganz zerstort wird. Das Vorkommen einer solchen, die Penta-

bromacetonreaktion gebenden Verbindung in dem Bayer’schen Praparat,

welches urspriinglich hochst wahrscheinhch nur Oxalessigsaure enthielt,

ist schon an sich ein Beweis fur die Neigung der Oxalessigsaure sich rein

chemisch zu CS oder einer ihr nahestehenden Verbindung zu kondensieren.

Dies kann moglicherweise auch wie bei der Synthese von Knoop und

Martius liber Brenztraubensaure als Zwischenform geschehen. — Be-

merkenswert ist jedoch, dass bei Neutraliserung der Losung, besonders

wenn dies mit grossem Alkah-t)berschuss geschieht, ihr CS-Wert zunimmt.

Der Wertunterschied zwischen der mit iiberschussiger Lauge und der bis

pH 7 neutralisierten Losung verschwindet aber beim Kochen auf dem
Wasserbade. Dies deutet daraufhin, dass bei der Neutralisierung wenig-

stens nicht direkt dieselbe Verbindung d. h. CS gebildet wird, da dass

Verschwinden dann im selben Verhaltnis wie zw'schen Probe 2 und 1 vor-

sichgehen miisste.

Mit dem Praparat II, welches in reiner Wasserlosung garkeine CS-

Werte gibt, erhalt man zwar bei Neutralisierung unter denselben

Versuchsbedingungen, die durch den Komplex bedingte Zunahme der

Werte, aber in viel geringerem Grade. Dieser die Reaktion gebende
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Komplex des Praparates II wird bei dem Kochen auf dem Wasserbade
beinahe ganzlich zerstort. Man muss annehmen, dass in dem Praparat I

schon eine Substanz vorhanden ist, welche bei Behandlung mit Base leich-

ter zu einer CS-arligen Verbindung umgewandelt ward als 'vvie die reine

Oxalessigsaure.

Die obenen beschriebenen Versucbe zeigen, dass bei den benutzten

Versuchsbedingungen unveranderte Oxalessigsaure die Pentabromace-

tonreaktion niclit storl, aber dass andererseils die Oxalessigsaure bei der

Neutralisienmg die Neigung bat sich zu einem stdrenden Komplex zu ver-

Avandeln, welclier erst durch 1-stundiges Kochen auf dem Wasserbade zer-

stort wird. In dieser Zeit dtirfte hochst wahrscheinlich auch die Oxal-

essigsaure selbst verschwinden.

Bei den mit dem Bayer’sclien Praparat vorgenommenen Versuchen

wTirde der storende Faktor durch Ausfuhrung einer Parallelprobe elimi-

niert, in welcher die Enzyme vorher zerstort ^^'urden. Durch Vergleichen

mit dieser erhalt man die Veranderung des CS-Gehalts in der eigentlichen

Probe. Siclierheitsfialber -w-urde dieses Verfahren auch bei Versuchen mit

dem zweilen Praparat befolgt.

c. Bcsiimmungen mit Gcwebsextraktcn.

Wie schon im Vorliorgelienden liervorgelioben mirde, geschah die CS-

Bestimmung im mit Trichloressigsaure entehveissten Filtrat. Die Tabelle

Nr. G, in welcher Parallelbestimmungen in mehreren verschiedenen Gewe-

ben, namlich Nieren, Gchirn, Testis, Skelett- und Herzmuskel angefiihrt

sind, zeigt, dass die Untcrschicde nur sehr gering sind, obgleich in einigen

Fallen die Bestimmungen mil selir kleinen aliquoten Filtralmengen {Herz-

muskel) vorgenommen ^\^l^den. Von den 21 ausgefiihrten Bestimmungen

belragt die grossle Differenz der Parallelbestimmungen 2 %, wahrend

der Fehler von 12 unter 1 % liegt. Der durchschnitlliche Fehler (arit-

metischcr Miltelwert) betrug 0.77 %. Die Genauigkeit stimmt mit den

in Wasserlosungen erhaltenen Ergebnissen iiberein. — Bei Entfernung

des Eiweiss durch Kochen Amrden die Werte viel ungenauer, indem

der mittlere Fehler bis zu G % anstieg und das in der Losung verbliebene

Eiweiss die Photometrierung slorte.

Wie genau w'ird nun der CS-Gehall des Gewebes in einem aliquoten

Teil bestimml? — Bei Untersuchungen fiber die Bildung und den Abbau
der CS ist es nichl unbedingt notwendig die absoluten GS-Werte zu erfah-

ren, da die Methode immer dieselbe ist und ein kleiner eventueller Fehler

in alien Versuchen der gleiche ist und folglich ausgeschaltet wird. — Was
wiederum die direkten CS-Bestimmungen in Geweben anbelrifft, ^TOrde

schon envahnt, dass die Gewebe, die viel CS enthalten, mit so grosser Fliis-

sigkeitsmenge behandclt werden konnen, dass alle CS aus der Fallung

weggespiilt wird, ohne dass die Quantitat so gross wird, dass keine Be-

stimmung mehr vorgenommen werden kann.

In den meisten Geweben ist jedoch nur so wenig Saure vorhanden, dass
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TabeUe Nr 6.

Die Genauigkeit der CS-Bestimmung in Gewebsexlrdkten.

Gewebe

Parallelbestimmungen
CS in mg Unterschied

in mg

Durchschnitt-

licher

Unterschied
in %1 2

Nieren 2.56 2.50 0.06 1.19

» 5.36 5.36 0 0

» 10.00 10.16 0.16 0.76

» 15.20 15,30 0.10 0.33

» 24.80 25.40 0.60 1.18

Herzmuskel 1.92 2.00 0.08 2.00

» «... 4.32 4.44 0.12 1.35

» .... 8.56 8.56 0 0

• .... 12.72 12.72 0 0

» .... 21.60 22.00 0.40 0.91

Skelettmuskel .

.

2.90 2.96 0.06 1.02

* 5.42 5.44 0.02 0.18

6.00 6.15 0.15 1.15

Gehim 1.92 1.96 0.04 1.02

» 4.68 4.79 0.11 1.33

. 0.90 0.91 0.01 0.55

* 0.60 0.62 0.02 1.64

> . 1.50 1.50 0 0

Testis 6.36 6.36 0 0

* ........ 8.00 8.15 0.15 0.93

» 8.08 8.19 0.11 0.65

Durchschn. Fehler ± 0.77 %
Grosstcr » ±2.00 »

Tabelle Nr. 7.

CS-Beslimmung in Nierengewebe bei Beriicksichtigung der Gewebsmasse.

CS des Gewebes
± zugesetzte CS

CS ohne Korrektur CS nach Korrektur

mg
in % des

tatsachlichen

Gehalts

mg
in % des

tatsachlichen

Gehalts

1.18 0.98 83.05 1.17 99.24

2.68 2.19 81.72 2.70 100.74

5.18 4.23 81.63 5.02 97.95

7.68 6.36 82.81 7.55 98.25

12.68 10.80 83.58 12.74 100.48
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eine geniigende Waschung der Fallung nicht in Frage kommt und man
sicli dalier mit einem aliquolen Teil dcs Filtrates begniigen muss. Tabelle

Kr. 7, deren Werte durcb Bestimmungen mit Nierengeweben er-

halten wurden, zeigt, dass man, wenn man den Fliissigkeitsgehalt der Ge-

svebe zu 75 % ansetzt und den dementsprecbenden CS-Wert als Resultat

berechnet, zu ziemlich ricbtigen Werten gelangt. Diese Yersuche ^^^lrden

ausgefuhrt, indem zu dem Gewebe bestimmte Mengen CS hinzugefiigt

wurden. Zur Bxtraktion \\nrde 40 cm® Fliissigkeit venvendet (20 cm®

Wasser und 20 cm® 20 % Trichlorcssigsaure; Gewebe 10 g). Bei der

Korrektion berechnet man also 7.5 cm® oder der aliquote Teil wird auf

47.5 cm® Gesamtvolumen berechnet.

In den vorgenommenen Yersuchen sind alle Werte annahernd 100 %.
Die grdsstc Differenz betragt 2.05 %. was bei Bestimmung so kleiner CS-

Mengen, wie sie im Gewebe selbst vorkommen, keine nennenswerte Rolle

spielt. Die Grossenordnung der Werte kommt jedenfalls deutlich zum Yor-

schein.

Schon friiher stelUen wir test, dass einige organische Sauren in grossen

Llengen storend auf den Reaklionsverlauf wirken. Zur Ausschaltung dieses

Fehlers ^\•urden, wie crwiihnt, immer Parallelbestimmungen vorgenommen
mit Gewebe, in welchem die Enzyme vorher mit Trichlorcssigsaure

zerstort worden waren.



III. Die Ergebnisse.

A. Die Citronensaurebildung- in Gewebesuspensionen.

I. Die Wirkting der ansseren Bedingimgen attf die

Citronensanrebilduxig.

Bei friiher vorgenommenen Versuchen (Simola, 1938; Simola

und Alapeuso, 1938; Hallman und Simola, 1938; Hallman, 1938^)

wurde konstatiert, dass CS in den Geweben vom Rind, besonders

nacli Zusatz von Brenztraubensaure, a-Ketoglutarsaure, Bernstein-

saure, Fumarsaure, 1-Apfelsaure, Oxalessigsaure, jS-Oxybuttersaure

und Buttersaure zu den Suspensionen gebildet "wird. Es wurde

kurz angegeben, dass die Bildung am besten unter aeroben Bedin-

gungen stattfande und dass eine Bebrutungszeit von 30 Minuten

am giinstigsten sei. Ferner waren diese Versuche in alkalischen

Bicarbonatpufferlosungen ausgefuhrt worden, genauere Einzel-

heiten iiber die Versuchsbedingungen wurden aber nicht angegeben.

Die erste Aufgabe im Zusammenhang mit dieser Arbeit war es

zu untersuchen, bei welchen Versuchsbedingungen die CS-Bildung

aus den oben angefiihrten Sauren am grossten ist und ob dieser

Vorgang durch irgendwelche anderen Faktoren beeinflusst wird,

vor allem welche Wirkung die verschiedenen Gewebsgifte haben.

a. Bebrutungszeit.

In fruheren Versuchen hatte sich das Nierengewebe als bester

CS-Bildner erwiesen. Die Tabelle Nr. 8 zeigt, dass die CS-Bildung

in Nierengewebe-Suspensionen (1 % Bicarbonatpuffer) schon beim

Einleiten von Sauerstoff recht stark ist. Diese spontane Vermeh-

rung ohne Zusatz irgendeines Substrates ist sehr beachtenswert.

Beim weiteren zeitlichen Verfolgen der CS-Bildung bemerken wir

nach Zusatz der einzelnen Sauren eine stetige Zunahme derselben,

aber schon bald, nach 15 Minuten Bebrutungszeit tritt eine Ande-

rung ein. In den folgenden Zeiteinheiten tritt statt Zunahme der

Saure in den Gewebesuspensionen eine Abnahme ein, die anfangs

sogar verhaltnismassig gross ist. Auch die spontan entstandene CS

1 Im Zusammenhang mit dieser Arbeit.
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TabeUe Nr. 8

Aerobe CS-Bildung im Nierengewebe. CS in mg.

Substrat (m/50)

Im Gewebe
praeformierte

CS

CS nach
15 Min.

O.-Einlei-

‘tung

GS nach BebrQtung in Min.

15 30 120

Brenztraubensaure 0.82 3.12 3.44 3.28 2.56 1.06

a-Ketoglutarsaurc 3.52 7.90 7.60 — 4.42 2.05

Bernstcinsaurc . 1.82 1.93 1.71 1.09 0.75

Fumarsaure 0.43 2.32 3.80 2.16 1.60 1.31

1-Apfclsaure 0.49 2.96 3.20 1.95 1.45 1.12

Buttersaure 0.30 1.77 2.00 1.70 B 0.62

/?-Oxybuttersaurc .

.

0.44 3.90 G.22 4.14 H 1.42Rg
Ohne Substrat .... 0.40 1.40 1.35 0.95 H 0.25

wird gleiclizeitig abgebaut. Zuletzt wird der urspriingliche Aus-

gangswert des Gewebes unterschritten. Nach 2-stundiger Be-

brutung, welche bei den ersten systematischen Versuchen ver-

vvendet wurde (Simola und Hallman, 1938), sind dieUnterschiede

der Versuclie mit verschiedenen Sauren verglicJien nut den urspriing-

lichen Werten minimal und nach den nachsten 2 Stunden kann

man nur noch von einer Erliohung des CS-Gehalts durch a-Keto-

glutarsaure sprcchen.

Es besteht kein Zweifel daruber, dass bei diesen synthetischen

Versuchen neben der CS-Bildung auch ein Abbau derselben

stattfindet, wodurch teihveise die Versuchsergebnisse verdeckt

verden. Ganz unabhangig davort, auf welchem Wege die CS-Bil-

dung vorsichgeht, scheint ihr reichliches Vorkommen in den Sus-

pensionen ein Zustand zu sein, den das Gewebe moglichst schnell

abzuandern versucht.

Da in den verschiedenen Geweben verschieden grosseMengen

abbaucnde Enzjnne vorhanden sind (vgl. das folgende Kapitel),

stand zu envarten, dass die Optimalzeit des Nierengewebes nicht

in alien anderen Geweben dieselbe sei. Tabelle Nr. 9 zeigt die

Bichtigkeit dieser Annahme. Da die verschiedenen Sauren, als

Substrat verwendet, sich in bezug auf den zeitlichen Verlauf der

CS-Kurve anscheinend gleich verhalten, wurden diese Versuche

nur mit Brenztraubensaure ausgefuhrt. In den Geweben, in wel-

chen viel abbauende Enzyme vorhanden sind, geht die Abnahme
der gebildeten CS viel schneller vorsich. In der Leber wird das

Maximum beispielsweise schon nach 15 Minuten Incubation

erreicht.
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Abb. Nr. 6. Lunge (aerob). Abb. Nr. 7. Gehim (aerob).

Oj Bebriitungszeit Nj ^ BebrQtungszeit

in ]\Iin. in Min.

Abb. Nr. 8. Testis (aerob). Abb. Nr. 9. Nierengewebe (anaerob).

Abb. Nr. 2—9. CS-Bildung und Abbau in verschiedenen Geweben.

• Spontane Veranderung

X X Veranderung nach Zusatz von Brenztraubensaure

O O nach Zusatz von CS
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Tabelle Nr. 9.

CS-Bildung aus Brenztraabensaure (m/50). CS in mg.

Zeit Leber
Herz-
muskel

Skelett-

muskel
Lunge Gehim Testis Niere

Im Gevrebe praefor-

miert 0.13 0.10 0.36 0.38 0.28 1.36 0.82

Nach 15 Min.

02-Einleitung 3.42 1.80 0.92 0.88 2.24 3.12

15 Min. BebrQtung 3.80 1.99 1.32 1.68 3.84 3.44

30 » » 0.47 3.72 2.48 1.40 2.56 4.16 3.28

60 » » 0.34 3.16 3.16 1.80 3.92 5.48 2.44

120 » » 0.25 1.96 2.00 1.75 3.24 5.12 1.06

Die Abbildungen Nr. 2—8 geben ein deutlicbes Bild von der

CS-Bildung in den Geweben und dem zeitlichen Verlauf ihres Ab-

baus. Gleichzeitig vnirde nahmlich aucb der Schwund zugesetzter

CS untersucht: hierbei wurden kleine Quantitaten venvendet, die

den aus verschiedenen Sauren entstandenen CS-Mengen entspre-

chen. Unabhangig von dem Zusatz der CS nimmt ihre Menge an-

fangs in den Gewebesuspensionen zu. Es scheint aber, dass der CS-

Gehalt auch in den Geweben, die nur wenig spaltende Enzyme
enthalten, nicht unbegrenzt hoch ansteigt, denn auch schon hier

beginnen die Werte nach einer Stunde abzunehmen.

Die Abbildung Nr. 9 (Tabelle Nr. 10) veranschaulicht, dass im

Nierengewebe unter anaeroben Bedingungen spontan iiberhaupt

keine CS gebildet wird. Zugesetzte CS verschvindet verhalt-

nismassig rasch. Auch die nach Zusatz von Brenztraubensaure

gefundenen CS-Werte erreichen nicht einmal annahernd die Grdsse

der aeroben Parallelversuche. Da die CS-Bildung unter anaeroben

TabeUe Nr. 10.

CS-Bildung und Abbau im Nierengewebe unter anaeroben Bedingungen. CS in mg.

Zeit Spontan
Nach Zusatz

von 3.0 mg
CS

Nach Zusatz von
Brenztrauben-
saure m/50

Im Gewebe praeformierte CS .

.

0.40 3.84 0.40

Nach 15 Min. N2-Einleitung .

.

0.37 3.60 0.60

15 Min. BebrQtung 0.32 — 0.85

30 » » 0.32 1.63 0.76

60 * 0.27 1.18 0.65

120 . » 0.24 0.80 0.45
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Bedingungen augenscheinlicli sehr viel schwacher ist als unter

aeroben, babe ich es in diesem Zusammenhange nicht fiir notwendig

erachtet xnehr Bestimmungen bei Abwesenheit von Sauerstoff

auszufuhren.

Auf Grund des Obengesagten wurde in der Folge bei den syn-

thetischen Versuchen folgende Bebriitungszeiten benutzt:

15 Minnten; Leber.

30 » : Herzmuskel, Nieren.

60 » : Alle ubrigen Gewebe.

b. Reakiion.

Die Gewebesuspensionen haben eine aussergewohnlich starke Tendenz,

die Reaktion nach der sauren Seite zu verschieben. Dies beruht wahr-

scheinlich, •\venigstens teihveise daran, dass die von mir venvendeten Ge-

vebesuspensionen relativ konzentriert waren (20 g Gewebe und 60 cm®

Fliissigkeit). Der gewdhnlicbe Phosphatpuffer nach Sorensen war nicht

stark genug um die Reaktion auf die alkalische Seite bin zuverschieben.

Um den Gebrauch zu starker Phosphatlosungen zu vermeiden wnrden statt-

dessen Sorensen’sdie Glycocollpuffer verwendet. Durch Zusatz von 2-n

Natriumhydrox3’dlosung stalt der O.l-n Losung wurde die ge\vunschte

Reaktion erreicht. Daneben wurden verschieden starke Natriumbicarbo-

natlosungen und gewohnliche Ringerlosung benutzt. — Die Reaktion der

Suspensionen A^rde nacli der Bebriilung im Warmeschrank, also vor der

Ehveisausfallung, mit Farb-Indikatoren bestimmt.

Die A'envendeten Pufferlosungen:

pH 6.0 Gh'cocollpuffer 0.1 cm® HGl (1.0-n)

J> 6.8 »

1> 6.8 Ringerlosung —
7.0 Glvcocollpuffer 0.1 cm®NaOH (2.0-n)

» 7.2 Natriumbicarbonat .

.

0.2 % Losung

7.5 Glycocollpuffer 0.3 cm® NaOH
» 8.0 » 0.5 » »

» 8.0 Natriumbicarbonat .

.

1.0 % Losung

D 8.3 Glvcocollpuffer 0.7 cm® NaOH
S> 8.7 » 1.0 » »

» 10.0 » 3.0 » »

» >10.0 » 5.0 » »

Gljxocollpuffer nach Sorensen: O.l-n Glycocollosung (7.505 g/1)

0.1-n Kochsalzlosung (5.846 g/1)

Ringerlosung: 0.6 % NaCl
0.02 % KCl

0.02 % CaCIj

0.01 % NaHCO,
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Die pH-Versuche wurden mit Nierengewebe ausgefiihrt. Ta-

belle Nr. 11 zeigt, dass das Optimum bei den verschiedenen Sauren

etwas variiert. Im allgemeinen liegt es aber zwischen pH 7.5—6.0.

TabeUe Nr. 11

Der Einfluss des pH:s auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe. CS in mg.

Substrat
(m/100)

pH

Gi G R G B G G B G G a
6.0 6.8 6.8 7.0 7.2 7.5 8.0 8.0 8.3 8.7 10.0

Brenztraubensaure _ 1.46 1.49 2.38 2.93 3.10 3.25 2,68 _H
t — 2.30 — — 7.62 — 3.98 0.90

• — — 1.79 2.00 — — 4.20 — 2.55

0.04 1.10 2.34 6.25 — 5.42 —
a-Ketoglularsaure — 2.46 2.46 6.71 Hj — 4.16 — —

Qjjj
> 2.51 5.65 — 7.01 7.26 7,02 1^^ - —

Bernsteinsaure .... — 0 0 0.40 0.95 1.15 1.25 0.40

Fumarsaure 1.02 _ 3.23 3.35 3.53 2.34 2.34 1.61m
» 0 3.40 3.80 3.35 3.30 1.48 0.38

» 0 1.35 3.53 3.28 2.69 1.15

1-Apfelsaure 0.47 1.02 1.39 1,36

» 0.13 __ 1.23 1.83 2.51 1.70 1.11 —
> 0 0.12 0.76 1.90 2.41 2,41 1.57 0.21

1.41 3.02 2.02 1.66 _
^-Oxybuttersaure 0 0 0.17 0.97 — 1.57 — 2.32 — 0.46

» — 0 — 0.47 0.61 0.98 1.62 1.98 1.96 1.83 0.92

» — — — — — 2.43 2.77 — 2.09 2.09 —
Ohne Substrat 0 0 0 0.31 — 0.60 0.71 — 0.51 — —

* . P . . 0 0 0 0.20 0.30 0.51 0.82 1.15 0.90 0.40 0.10

1 G = Glycocollpuffer

R = Ringerpuffer
B = Bicarbonatpuffer

Es scheint augenscheinlich, dass das Gewebe bestrebt ist mittels

der CS die alkabsche Reaktion nach der sauren Seite zu verschieben.

Dies geht schon aus der Tatsache hervor, dass der CS-Gehalt der

Losungen zunimmt, obwohl keine fiir die CS-Bildung in Fragekom-

menden Verbindungen hinzugefiigt werden. Das Gewebe kann

also schon »aus eigenen Vorrateno CS synthetisieren. Dies bedeutet

aber keineswegs, dass die Aufgabe der CS nur ausschliesslich in

einer ReguUerung der Gewebsreaktion zu sehen ist. Im Gegensatz

wurde im vorhergehenden Kapitel gezeigt, dass in Gewebesuspen-

sionen nach einer gewissen Zeit trotz der alkalischen Reaktion ein
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Sclnvund an CS eintritt. Man konnte elier denken, dass das Gewebe
als erste Massregel gegen einen derartigen unnormalen Zustand

leicht zu erhaltende Verbindungen mobilisiert, unter diesen CS,

deren t)berschuss spater als uberfliissig wieder abgebaut wiirde.

Die CS-Bildung kommt nur besser zum Yorschein beim Ven^'en-

den alkalischcr Reaktion.

In saurem Milieu kommt es zu einer CS-Bildung nur nach Zu-

satz von a-Ketoglutarsaurc. Dies iibrigens ein Beispiel fiir das

besondere Verhalten diescr Saure bei der CS-Bildung. Jedoch

liegt das Optimum fur diese Saure auch auf der alkalischen Seite.

Da die Optimahvcrte der cinzelnen Sauren ziemlich nahe bei

einander liegen, ist der Einfachkeit halber in alien folgenden Ver-

suchen pH 8.0 und 1 % Natriumbicarbonatpuffer verwendet

worden.

Anhang:

Schon fruher wurde envahnt, dass Breusch (1938) in seiner

Arbeit den Befund von Krebs und Joh.vssox (1937), nachwelchem

im Taubenbrustmuskel aus Oxalcssigsaure CS entsteht, nicht

bestatigcn konnte. Beidc Forscher batten bei diesen Versuchen

Ringerphosphat verwendet. Da meine Versuche zeigten, dass bei

Verwendung gewohniicher Ringerlosung keine nennenswerte CS-

Bildung aus den einzelnen Sauren zu beobachten war, schien es

intressant zu untcrsuchen, wclche Ergebnisse mit Tauben-

brustmuskcl bei alkalischcr Reaktion eintreten. Mit der von

Breusch benutzlen CS-Melhodc nach Commetiani (1931) kdnnen

iibrigens nur Mengen uber 1 mg ermitlelt werden. Wahrscheinlich

handelte es sich bei den Ringerv'crsuchen um viel Ideinere Mengen.

Ferner behauptet Breusch (1938), dass auch aus Apfelsaure

und Fumarsaure keine CS gebildet Avurde. In meinen Versuchen

WTirden ausser den angefuhrten Sauren auch Brenztraubensaure

allein und in Kombination mit 4-C-Dicarbonsauren verwendet.

Des Vergleichs halber warden die Versuche genau mit den von

dem angeffihrten Forscher benutzten 5-fachen Verdiinnungen der

Suspensionen vorgenommcn. Ferner Avurde bei diesen Versuchen

eine.halbe Stunde bebriitet, Bei Vorversuchen AA'urde festgestellt,

dass die Reaktion des Ringerphosphates nach Ablauf dieser Zeit

pH 7.2 AA'ar. Mit 1 % Bicarbonat war das pH unter analogen

Bedingungen dagegen 8.1. — Damit die Unterschiede deutlicher

zum Vorschein kamen, wurde bei diesen Versuchen eine 2.5 mal
grdssere Suspensionsmenge als wde Bbeusch angab A’^erwendet.
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Die Losungen: Ringerphosphat (Banga und v. Szent-Gyorgyi, 1934):

100 Teile 0.6 % NaCl

4 » 1.15 % KCl]

1 . 2.11 % KHjPO,
1 * 3.82% MgSO^

21 » des Gemisches: 40 ccm 0.25-m Na.HP04
2 » l-n HCl

TabeUe Nr. 12.

Aerobe CS-Bildimg im Taubenbrustmuskel. CS in mg. (10 g Gewebe, 50 crrd

Pufferlosung.)

Substrat
Ringer-phosphat-
puffer (pH = 7.2)

Na-bicarbonat-
puffer (pH =r 8.2)

Brenztraubensaure 0.32 1.06

(m/200)

1-Apfelsaurc 0.45 3.00

(m/200)

Oxalessigsaure 0.63 2.91

(m/200)

1-Apfelsaurc (m/200) und

Brenztraubensaure (m/200) 0.80 5.45

Oxalessigsaure (m/200) und

Brenztraubensaure (m/200) 1.26 . 6.55

Obwohl, statt der beinahe 0.06-m Oxalessigsaurelosung yon

Breusch, eine ca. 10-mal verdunnte benutzt wurde, kommt .die

CS-Bildung noch deutlich zum Vorschein. Bei den Ringerphos-

phatversuchen sind die Werte, obgleich sie, bedingt durch die

Grosse des Volumens, beinahe das Dreifache der Ergebnisse

der erwahnten Forscher ausmachen, so klein, dass sie nur gerade

Oder eventuell garnicht durch das Verfahren von Commetiani

hatten nachgewiesen werden konnen (vgl. Tabelle Nr. 12). Wie

zu erwarten stand, nahm die CS-Bildung, auch im Taubenbrust-

muskel in alkalischer Umgebung zu. Bei gleichzeitigem Zusatz

von Brenztraubensaure und 4-C-Dicarbonsauren wurde mehr CS

synthetisiert, als wie die Summe der Versuche mit beiden

Substraten getrennt betrug. Auch bei Anwendung von Apfelsaure

allein wairde im Gegensatz zu der Behauptung von Breusch

CS gebildet.

c. Zugeseizle Substratmenge.

Falls die CS-Bildung bei den Versuchen direkt proportional

der zugesetzten Stammsubstanz ware, hatte der Gedanke an einen
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andcren Vorgang als die enzymatische Reaktion, wie Breusch

(1938) auf Grand seiner Versuchen mit Oxalessigsaure geltend

macht, Berechtigung. Die cnzymatischen Reaktionen sind be-

kanntlich nicht in starkerem Grade abhangig von der Menge der

vorhandenen Enzjnne oder der miteinander reagierenden Ver-

bindungen, sofern die letzteren nicht in giftigen Konzentrationen

vorlianden sind. Im Gegenteil konnte man eher annehmen, dass

bei derartigen Yersuchen aus kleinen klengen relativ mehr CS
entstande, ubersteigen dock die zugesetzten Sauremengen immer
bedeutend die ph5'sio]ogischen Quantitaten.

Tabelle Nr. 13.

Aerobe CS~Bildung im Nierengcwebc nach Zusatz verschicdencr Stibsiralmcngcn.

CS in mg.

S u b s tr a t

z u e CSC 1 z t c M c n g c

ni/12 m/25 m/50 m/1 00
j

m/200 3 oo m/800

Brcnztraubcnsaure .... 2.70M 1.90m
a*Keloglularsflurc .... 5.70 2.10 0

Bemsteinsfiurc Bi 0.50 0.20

Fumarsfiurc 1.70 1.30 1.00 —
1-ApfcIsaurc 1^ 1.00 0.90 0.90 0.30 0.30

Oxalessigsfiurc 7.60 7.50 6.10 5.70 5.10 3.80 —
Bultcrsuurc — 0.40 0.50 0.50

^-Oxybullcrsflurc .... 2.50 2.40 2.20 1.70 1.40 1.30 1.25

Die Tabelle Nr. 13 zeigt zwar, dass die CS-Bildung aus ver-

schiedenen Saurcn als Ausgangsstoffe mit steigender Menge zu-

nimmt, jedoch ist diesc Zunahme bei grdsseren Konzentrationen

im Verhaltnis viel kleiner. Ihr Maximum sclieint die CS-Bildung

bei ca.m/10—m/25 Ldsungen allerSauren mit Ausnahme der a-Keto-

glutarsaure zu haben. Mit letzterer findct dagegen noch in Kon-
zentrationen uber m/25 cine Vermebrung der CS statt. Berechnet

in Prozent der zugesetzten Substratmenge (Tabelle Nr. 14) erhalt

man auch mit a-Ketoglutarsaure zwar anfangs eine Steigerung,

aber dann kommt es zu einer plotzlichen Abnahme, wobei bei

m/800 der 0-Wert erreicht wird (Abbildung Nr. 10). Das abwei-

chende Verhalten dieser Saure bei der CS-Bildung deutet wiederum

auf einen besonderen Prozess bin.

Was die anderen Substrate anbetrifft, wacbst die CS-Bildung,

berecbnet in Prozent der zugesetzten Sauremenge, umso mehr zu

4
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Tabelle Nr. 14.

Aerobe CS-Bildung im Nierengewebe in Prozent der zugeselzten Substrat-Menge.

Substrat
Z u g e s e t z t e M e n g e

m/12 m/25 m/50 m/100 m/200 m/400 3 00oo

Brenztraubensaure 1.1 1.8 3.7 6.4 10.8

a-Ketoglutarsaure 1.6 2.0 2.1 1.4 1.4 0

Bernsteinsaure 9 0.2 0.4 0.5 0.5 1.0 2.0

Fumarsaure 0.3 0.5 0.8 1.2 1.3 1.5 —
1-Apfelsaure 0.2 0.3 0.5 0.0 1.1 1.3 2.6

Oxalessigsaure B 2.1 3.4 6.3 11.3 12.5 —
Buttersaure mm 0.2 0.6 1.2 1.6 1.6 —
y5-Oxybuttersaure 0.3 0.7 1.2 1.9 3.1 5.7 11.2

je kleineren Konzentrationen man kommt (Tabelle Nr, 14). Be-

sondere Aufmerksamkeit verdienen Oxalessigsaure, Brenztrauben-

saure und yS-Oxybuttersaure, die alle die 10 % Grenze uberstiegen.

Durch die anderen 4-C-Dicarbonsauren wird nur ein viel geringerer

Anstieg bewirkt, Diese Resultate sind in anschaulicher Weise in

den Abbildungen Nr. 11 und 12 dargestellt. Als typische Beispiele

sind Versuche mit 1-Apfelsaure und Brenztraubensaure angefiihrt.

Zum Vergleich ist in der Abbildung Nr. 13 die entsprechende CS-

Bildung bei Kombination von 1-Apfelsaure mit Brenztrauben-

saure verzeichnet.

Diese Versuche zeigen deutlich, dass die CS-Bildung wenigstens

nicht durch zu grosse Substratmengen hervorgerufen -wird. — Um
grossere CS-Werte zu erhalten habe ich mich bei meinen Versuchen

nicht immer unbedingt an die wirksamste Konzentration gehalten,

sondern verhaltnismassig starke Ldsungen (m/50) benutzt.

Bei meinen Versuchen wurden im allgemeinen die verschie-

denen Sauren im molaren Verhaltnis hinzugesetzt. Naturlich ware

es auch moglich gewesen, die verschiedenen Verbindungen im Ver-

haltnis der C-Atome zu verwenden oder eventuell absolut gleiche

Gewichtsmengen derselben. Die Mengen der gewohnlicheren Sau-

ren unterscheiden sich aber nur sehr wenig bei Benutzung dieser

verschiedenen Vergleichsmasstabe. Die a-Ketoglutarsaure enthalt

allerdings 5 C-Atome und die Brenztraubensaure nur 3, aber in

den meisten anderen Verbindungen sind 4. Demnach ware zur

Bildung eines Molekules CS mehr Brenztraubensaure als a-Keto-

glutarsaure notwendig, vorausgesetzt, dass jedes C-Atom ver-

w'endet wiirde. Da die CS aber selbst 6 C-Atome enthalt waren
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If

Substralmcngc

Abb. Nr. 10. a-Kctoglutarsaurc

Substralmenge

Abb. Nr. 11. 1-Aprclsfmrc

Abb. Nr. 12. Brcnztraubensaurc Abb. Nr. 13. Brcnztraubensaure und
l-Apfelsaurc (4-m ; 1-m)

Abb. Nr. 10—13. CS-Bildung in Nicrengcwcbc nach Zusatz verschiedener

S.aurcmcngcn.
X CS In mg.
• CS berechnet in % der zugesetzten Substratmengen.

X
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TabeUe Nr. 15.

Die aerobe CS-Bildimg im Nierengewebe nach Zusaiz der SQuren in verschie-

denen VergleichsverMllnissen, bezogen auf die gleiche BrenziraubensSuremenge.

CS in mg.

Substrat
Im molaren
Verhaltnis

m/50

Im Verhaltnis

der C-atome

Im absolutem
Gewichts-
verhaltnis

0.15 %

Brenztraubensaure 1.87 1.67 1.79

a-Ketoglutarsaure 4.00 2,77 2.64

Bemsteinsaure 1.53 0.90 0.82

Fumarsaure 3.49 1.33 1.95

I-Apfelsaure 3,03 1.33 1.70

Oxalessigsaiu-e 3.65 2.43 2.40

Buttersaure 0.94 0.53 0.26

^-Oxybuttersaure 1.03 1.41 0.85

auf jeden Fall zur Synthese eines Molekiils CS zwei Molekiile

a-Ketoglutarsaure notig, welche Menge auch fiir Brenztrauben-

saure ausreichend ware.

Die Tabelle Nr. 15, in welcher die Brenztraubensaure bei alien

Versuchen konstant gehalten wurde und die anderen Verbindungen

im Verhaltnis zu ihr variiert warden, zeigt, dass keine grosseren

Unterschiede in der Starke der CS-Bildung bei Verwendung der

verschiedenen Arten zu beobachten ist,

d. Bebriitungstemperatur.

Bei alien Versuchen wurde die Bebriitung im Thermostat von

37 ° C vorgenommen. Obgleich der Einfluss der^ Incubations-

warmenicht in zusammenhangendenVersuchsreihengepruft wurde,

kann auf Grand von einigen orientierenden Versuchen ohnewei-

teres gesagt werden, dass sie von grosser Bedeutung fiir die CS-

Bildung ist. Sowohl bei hoherer als auch bei niedererer Tempe-

ratur ist die CS-Synthese viel schwacher.

In diesem Zusammenhange muss noch hervorgehoben werden,

dass bei Verwendung von gekochtem Gewebe anslatl des naiiven

Gewebes iiberhaupt keine CS-Synthese slatifindet, auch nicht in

Gegenwart von Brenztraubensaure und Oxalessigsdure. Diese Tat-

sache babe ich wiederholt konstatiert, sowohl bei Verwendung

der zu priifenden Substratsauren allein als auch bei Kombina-

tionsversuchen. Es kann sich also keineswegs um eine kataly-

tische Wirkung der Gewebsmasse handeln, sondern ist die CS-

Bildung tatsachlich als eine enzymatische Reaktion anzusehen.
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e. Gewebsgifie.

Ansser der im Verlaufe meincr Untersuchungen erschienenen

Arbeit von Breusch (1939), in welclier die Wirkung von Fluorid,

Cyanid, Arsenit und Jodessigsaure auf die CS-Bildung bei Kombi-
nation von Brenztraubensaure mit Oxalessigsaure erwahnt wird,

sind in dem Schrifttum keine Angaben iiber die Wirkung von
Gewebsgiften zu linden. Auch Breusch hat die Frage nicht ge-

klart auf velchc der beidcn Teilkomponenten bei der CS-Bildung

sich die Giftwirkung bezielit.

Diese Versuche wurden, ebcnso wie der iiberwiegende Teil der

im Vorliergehenden erlautertcn, mit Nierengewebe ausgefiihrt;

daneben aber auch mit Testis. Dies, weil in diescm Gewebe ver-

haltnismassig vcnig die CS abbauenden Enzyme vorhanden sind

(vgl. Abbildung Nr. 8) und die CS-Bildung, wenigstens aus Brenz-

traubensaure, rclativ stark ist.

Die Sauren warden in alien Vcrsuchen in m/50 Konzentration

ven;\'endet. Die Bebriitungszeit dcs Nicrengewebes betrug 30 Minu-

ten, des Tcstisgewebes wicderum GOMinuten. Die Versuche warden

in Gegenwart von Sauerstoff vorgenommen. — Die Giftwirkung

viirdc gepriift durch Ansatz eincs Parallelversuches, dem aberkein

Gift zugesetzt wurde, und Vcrgleich der CS-Menge in beiden.

Arsenigsdure.

Tabclle Nr. 16 vcranschaulicht die Wirkung der Arsenigsaure

bei Versuchen mit Nierengewebe, die Tabelle Nr. 17 bei Versuchen

mit Testis. Die Ergebnisse sind im Grossen und Ganzen in beiden

Geweben entsprechend, jedoch kommt die Gift-wirkung im Nieren-

gewebe deutlicher zum Vorschein. Die CS-Bildung ist ziemlich

gleichmassig nach Zusatz allcr Sauren gehemmt.
Bei friiheren Versuchen haben Martius und Knoop (1937) und

Krebs, Salvin und Johnson (1938) in Leberpraparaten nach

Vergiftung mit Arsenigsaure aus CS a-Ketoglutarsaure erhalten.

Ebenso konnte Krebs (1933) im Nierengewebe aus Aminosauren

entstehende a-Ketosauren isolieren, aber aus Glutaminsaure

erhielt er die entsprechende Ketosaure, die a-Ketoglutarsaure, erst

nach Vergiftung mit Arenigsaure. Dieses Gift hemmte also an-

scheinend den weiteren Abbau dieser Saure. Derselbe Effekt

tritt auch bei meinen Versuchen ein: a-Ketoglutarsaure, welche

normaler Weise eine Zunahme der CS-Bildung hervorruft, hat diese

Wirkung nicht in Gegenwart des Giftes.

Banga (1936) erhalt bei seinen Gewebsatmungsversuchen
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TabeUe Nr. 16.

Die Wirkimg von Arsenigsdure {Na) auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe.

G e b i 1 d e t e GS

Substrat
(m/50)

Ohne
Arsenig-

saure

in mg
(- 100 %)

m/1000
Arsenigsaure

m/600
Arsenigsaure

in mg in % in mg in %

Brenztraubensaure .

.

2.40 0.10 4 0 0

a-Ketoglutarsaure .

.

4.10 0.70 17 0.20 5

Bemsteinsaure 0.60 0 0 0 0

Fumarsaure 2.10 0.30 14 0.20 9

l-Apfelsaure 2.70 0.20 8 0.10 4

Buttersaure 0.80 0 0

|8-Oxybuttersaure .... 2.30 0.40 17 0.30 13

Ohne Substrat 0.60 0 0 0 0

TabeUe Nr. 17.

Die Wirkung von Arsenigsdure (Na) auf die aerobe CS-Bildung in Testis.

Substrat (m/50)

S e b i 1 d e t e CS

Ohne
Arsenig-

saure

in mg
(=100%)

m/1000
Arsenig-

saure

m/600
Arsenig-

saure

m/400
Arsenig-

saure

m/100
Arsenig-

saure

in mg in% in mg in% in mg in % in mg in%

Brenztraubensaure 2.80 0.20 7 0.10 4 0 0 0 0

> 4.80 0.34 7 0.25 5 0.20 4 0 0

> 2.10 0.30 11 — — — — — —
a-Ketoglutarsaiu-e 4.30 1.70 40 1.10 26 0.80 20 0.20 5

Bemsteinsaure .

.

0.90 0.30 33 0.10 11 0.10 11 0 0

Fumarsaure 5.10 1.40 27 1.30 25 0.90 18 0.80 16

» 3.10 0.60 19 0.50 16 0.50 16 0.30 10

I-Aplelsaure 2.60 1.10 42 1.00 39 0.50 19 0.20 8

Buttersaure 0.60 0.10 6 0.10 6 0 0 — —
j6-Oxybuttersaure 0.80 0.40 50 0.30 38 0.20 25 0.10 13

Ohne Substrat 0.60 0.10 17 0 0 0 0 0 0

Oxalessigsaure nur in Gegenwart von Arsenigsaure, Ohne dieses

Gift wird nach ihm der grosste Tail wieder zuriick zu l-Apfelsaure

umgesetzt. Die Arsenigsaure unterbricht also anscheinend das

Atmungssystem der 4-C-Dicarbonsauren von v. Szent-Gyorgyi,
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Betrachten Avar die Tatsachen von diesem Gesichtswinkel aus, er-

klart es sich ohne weiteres, dass aus Brenztraubensaure allein

keine CS entsteht. Einen Beweis fiir cine derartige Wirkung der

Sauren gibt dies Ergebnis aber nicht. Ebenso gut konnen wir uns

namlich denken, dass die Arsenigsaure die CS-Bildung aus Brenz-

traubensaure direkt verhindert.

Natriimcyanid.

Cyanid, als starkes Gift der Gewebsatmung, verhindert schon

in ziemlicli kleinen Konzentrationen den CS-Abbau (Langecker,

1934). Was viederum die Bildung anbetrifft, zeigen die Tabellen

Nr. 18 und 19, dass nicht alle Sauren die Fahigkcit verlieren.

Tabelle Nr. 18.

Die Wirkung von NaCN auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe.

Subslrat (m/aO)

Gobi 1 d e t c CS 1
Ohne
NaCN
in mg

(= 100 %)

m/1000 NaCN m/500 NaCN

in mg in% in mg in %

Brenztraubensaure .... 2.-10 50 42

a-Kctoglularsaurc .... •1.10 95 98

Bernstcinsaure Hn — — 25

Fumarsaure msm — — 19

1-Apfclsaurc • • 0.90 — — 0 0

Bultcrsaure 0.80 — — 0.10 13

/?-Oxjbuttcrsaurc .... 2.30 0 0 0 0

Ohne Subslrat O.CO 0 0 0 0

\veder im Nierengewebe nocli in Testis, als Baustoffe bei der CS-

Synthese mitzuwirken. Eine besondere Stellung nimmt wieder die

a-Ketoglutarsaure ein, in deren Gegenwart die Bildung besonders

hn Nierengewebe beinahe garnicht verhindert ist. Arsenigsaure

und Cyanid wirken also entgegengesetzt. Vergleicht man den

Effekt von Cyanid auf a-Kctoglutarsaure einerseits und Bern-

steinsaure, Fumarsaure und 1-Apfelsaure andererseits bemerkt man
eine deuthche Hemmung der Wirkung der letzteren. Dies scheint

wieder ein Hinweis dafiir zu sein, dass die CS-Bildung aus

a-Ketoglutarsaure auch andere Wege verlaufen kann, als fiber die

4-C-Dicarbonsauren, d. h. den Cykius.

Auf die CS-Synthese bei Versuchen mit Brenztraubensaure
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TabeUe Nr. 19.

Die Wirkung von NaCN auf die aerobe CS-Bildung in Testis.

Substrat

(m/50)

Gcbildete GS

Ohne
NaCN
in mg

(=100%)

m/2000
NaCN

m/1000
NaCN

m/500
.NaCN

m/250
NaCN

in % in mg in % in mg in%

Brenztraubensaure 3.10 Mm 2.60 84 2.60 84 2.30 74

• mmn — — 2.40 60 — B
» mm — mmi 93 — B — B

a-Ketoglutarsaure 3.80 100 79 — H 1.50 39

t WSSM — — 4.10 86 — B —
Fumarsaure 3.00 1.50 50 1.30 43 0.40 13 0.30 10

» .... 2.20 — — 0.80 36 — — BB
# .... 2.70 — — 0.90 33 — — HB

l-Apfelsaure 2.10 1.20 57 0.80 38 0.30 14 BB
Oxalessigsaure .

.

7.50 — — 6.00 80 — —
Buttersaure .... 1.90 0.35 18 0.30 16 0 0 0 0

j5-Oxybuttersaure 1.20 29 — — 0 0 0 0

Ohne Substrat .

.

0.80 OBol 38 0.20 25 0.10 13 0 0

und Oxalessigsaure scheint Cyanid nicht so kraftig zu wirken wie

bei den anderen. Ob dies dadurch zu erklaren ist, dass die Oxal-

essigsaure zu Brenztraubensaure decarboxyliert wird, wonach aus

dieser CS entstande, ist schwer zu sagen.

TabeUe Nr. 20.

Die Wirkung von NaF auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe.

Substrat
(m/50)

Gebildete CS

Ohne
NaF
in mg

(= 100 %)

m/100 NaF
1

m/50 NaF

in mg in % i in mg in %

Brenztraubensaure .

.

2.40 1.80 75 2.00 83

a-Ketoglutarsaure .

.

4,10 59 2.20 54

Bemsteinsaure 0.60
1

— 0.50 83

Fumarsaure 2.10
j

1.60 76 1.60 76

1-Apfelsaure 2.70
1

2.40 89 2.30 85

Buttersaure 0.80 — 0.60 75

[

/5-Oxybuttersaure .... 2.30 1.40 61 1.50 65

Ohne Substrat 0.60 0.40 67 0.30 50
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TabeUe Nr. 21.

Die Wirkung von NaF auf die aerobe CS-Bildung in Testis.

G e b i I <let e CS

Substrat (m/50)
m/100
NaF

m/50
NaF

m/25
NaF

m/10
NaF

in mg 5n% in mg in % in mg in % in mg in%

Brenztraubensaure 2.00 95 0,70 33 0.50 24 0.30 14

> 2.10 105 — — — — — —
a-Ketoglutarsaure 3.80 91 3.30 79 2.50 60" 26

Bernsteinsaure. . .

.

0.80 53 0.40 27 0.30 20 0.25 17

Fumarsaure 3.50 1.70 49 1.20 34 0.60 17 11

I-Apfclsaure 1.10 0.40 36 0.25 23 0.10 9 0.10 9

Buttersfiure 1.50 0.40 27 0.30 20 0,25 17 0,25 17

yff-Oxybuttersfiure 1.60 1.40 87 1,10 69 0.30 19 0 0

Ohne Substrat. . .

.

0.60 0.40 67 0.30 50 0.20 33 0 0

Natriumfluorid.

Fluorid wirkt auf die synthetisierenden Enzyme sehr schwach

ein (vgl, Tabelle Nr. 20 und 21). Eine fordernde Wirkung hat es

aber auch nicht. In ganz grossen Konzentrationen (m/10) hurt

die Bildung zuletzt jedoch fast vollkommen auf.

Toluol.

Die Wirkung von Toluol wurde nur im Nierengewebe unter-

sucht, indem auf die Suspension eine dunne Schicht gegossen

Tabelle Nr. 22,

Die Wirkung von Toluol auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe.
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wurde, wonach kraftig geschuttelt wurde. Die Tabelle Nr. 22

demonstriert die durchgehend hemmende Wirkung dieses Giftes.

Die Hemmung wird nicht dutch Sauerstoffmangel verursacht,

welcher dadurch entstehen kdnnte, dass die Toluolschicht den

Kontakt des Gases mit dem Gewebe verhindert, denn ausser durch

das kraftige Schiitteln wird die Oberflache der Suspension auch

durch das Durchleiten des Sauerstoffs zerrissen.

Malonsdure.

In Anbetracht des Befundes von Quastel (1926) und Quastel
und Wooldridge (1928), dass die Malonsaure ein spezifisches die

Dehydrierung der Bernsteinsaure hemmendes Gift sei, war es be-

sonders intressant ihre Wirkung auf die CS-Bildung zu priifen. Nach
Goszy und v. Szent-Gyorgyi (1934) verhindert die Malonsaure

die Bildung von Fumarsaure aus Bernsteinsaure und so auch die

ganze Atmungskatalyse. Zu ahnlichem Befund sind auch Boy-

land und Boyland (1936) und Greville (1936) gekommen.

Nach Banga (1936) soil die Fumarsaure wiederum die Wirkung

der Malonsaure aufheben oder mit anderen Worten »konserviert

die Fumarsaure die Gewebsatmung».

TabeUe Nr. 23.

Die Wirkung von Maionat (Na) auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe.

Substrat

(m/oO)

Gebildete CS

Ohne
Maionat
in mg

(= 100 %)

m/100 Maionat m/50 Maionat

in mg in % in mg in %

Brenztraubensaure .

.

B 0.60 21 0.50 18

a-Ketoglutarsaure .

.

5.60 50 4.90 43

Bernsteinsaure 0.70 0.40 57 0.25 36

Fumarsaure 3.10 3.70 118 4.00 129

l-Apfelsaure 1.70 2.30 135 2.70 159

Oxalessigsaure 1.80 2.30 128 — —
y5-Oxybuttersaure 1.10 0.30 27 0.11 10

Ohnc Substrat 0.50 — — 0.60 120

Tabelle Nr. 23 zeigt, dass die Malonsaure die CS-Bildung im

Nierengewebe immer hemmt, ausser wenn als Substrat Fumarsaure,

Apfelsaure oder Oxalessigsaure vorhanden ist, durch welche die

Bildung eher beschleunigt 'ndrd. Genauso verhalten sich auch die
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Wasserproben, so dass Malonsaure, -wenigstens scheinbar als Bau-
stoff bei der CS-Synthese fungieren kann. — Am starksten hemmt
Malonsaure die CS-Bildung bei Zusatz von Brenztraubensaure oder

/?-Oxybuttersaure. v. Szent-Gyorgyi (1936) erhalt im Muskel

in Gegenvart von Malonsaure Acetonkorper. Vielleicht wurde
auch bei meinen Versuchen ein Teil derselben derart umgesetzt.

Im Testisgewebe (Tabelle Nr. 24) hemmt die Malonsaure die CS-

Bildung auch in Gegenwart von Fumarsaure oder Apfelsaure.

Bei Versuchen' mit a-Ketoglutarsaure ist die Hemmung dagegen

nicht so deutlich vie im Nierengewebe. Vielleicht geht die CS-

Bildung zum grossten Teil in den Hoden iiber a-Ketoglutarsaure

Tabelle Nr. 24.

Die Wirkung von Malonal (Na) auf die aerobe CS-Bildung in Testis.

Substrat

(m/50)

G c b i 1 d c t c, c s

m/150 Malonat m/100 Malonat m/50 Malonat

in mg in % in mg in % in mg in %

Brenztraubensfiure .. 1.80 0.70 1
* * • 3.40 3.00 0.50

• 2.90 1.20 41 0 H
a-Ketoglutarsaure .

.

3.20 2.70 84 — HB
> • • 3.80 — — 3.50 92 3.20 84

Bernsteinsaure .... 0.75 0.40 52 — — — —
» . . « . 1.25 — — 0.50 40 0.40 32

> .... 1.50 0.80 53 0 0 0 0

Fumarsaure 1.50 1.20 80 — — — B
» 2.80 — — 1.30 46 — B

1-Apfelsaure 2.20 1.50 68 — — B
» ...... 1.80 — — 83 1.00 63

^-O.xybuttersaure .

.

1.60 0.30 19 10 — —
Ohne Substrat .... 0.80 0.40 50 25 0.10 13

vorsich; dies wiirde die abweichende Wirkung der Malonsaure auf

die im Cyklus nach der Bernsteinsaure kommende Fumarsaure und

Apfelsaure erklaren.

Zusammenfassung: Die optimale Zeit der CS-Bildung nach der

Sauerstoffeinleitung variiert im umgekehrten Verhaltnis zu der

Menge der in den verschiedenen Geweben vorhandenen abbauen-
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den Enzyme. In Leber erhalt man die grossten Werte nach 15

Minuten, im Herzmuskel und Nieren nach 30 Minuten und in den

ubrigen Geweben, die viel weniger abbauende Enzyme enthalten,

nach 60 Minuten. Auch spontan, d. h. ohne Substratzusatz, kommt
es zu einer Vermehrung der CS in den Suspensionen.

Die CS-Bildung geht in aeroben Verhaltnissen gut vorsich, in

anaeroben wird dagegen fast gar keine CS gebildet.

Die CS-Bildung geschieht bei alkalischer Reaktion, wahrend

bei saurer beinahe garkeine gebildet wird. Die einzige Ausnahme
bildet die a-Ketoglutarsaure, in deren Gegenwart noch bei pH
6.0 eine CS-Bildung festzustellen ist. Das pH-Optimum fur die

verschiedenen Sauren wechselt zwischen pH 7.5—8,0. Steigt die

alkalische Reaktion fiber pH 10 an, hort die CS-Bildung auf. Im
Taubenbrustmuskel konnte im Gegensatz zu Breusch (1938) bei

Zusatz von 1-ApfeIsaure, Oxalessigsaure und ferner Brenztrauben-

saure eine CS-Bildung festgestellt werden, vorausgesetzt, dass

die Reaktion geniigend alkalisch war. Schon in Ringerlosung war

eine Zunahme zu beobachten, wenn auch eine viel schwachere.

Die CS-Bildung ist bei Zusatz der verschiedenen Sauren nicht

direkt proportional der zugesetzten Menge. Bei kleineren Substrat-

mengen nimmt zwar die CS-Menge ab, aber prozentuell, bezogen

auf die hinzugefiigte Saurequantitat, findet doch eine fortwahrende

Steigerung statt. Dies geht besonders deutlich aus den Versuchen

mit Oxalessigsaure, Brenztraubensaure und /?-Oxybuttersaure

hervor, bei welchen man sogar fiber 10 % erhalt. Die a-Keto-

glutarsaure ruft dagegen keine derartige Zunahme der CS hervor,

sondern sinkt die prozentuelle Ausbeute zu je kleineren Mengen

man geht und hort zuletzt vollkommen auf (m/800).

Der Zusatz der Substrate im molaren Verhaltnis, im Verhaltnis

der C-Atomzahl oder in absolutem Gewichtsverhaltnis hat keinen

nennenswerten Unterschied in der CS-Bildung zur Folge.

Die CS-Bildung geschiet am besten bei einer Temperatur von

37° C. Bei Anwendung gekochter Gewebsmasse bekommt man
vollstandig negative Resultate.

Von den versuchten Gewebsgiften hemmt die Arsenigsaure

durchgehend die CS-Bildung. Cyanid wirkt stark hemmend auf

alle anderen Substrate mit Ausnahme von a-Ketoglutarsaure.

Jedoch, auch die hemmende Wirkung auf Brenztraubensaure,

/?-Oxybuttersaure und Oxalessigsaure ist kleiner als auf die anderen

Sauren. — Die hindernde Wirkung von Fluorid wird erst in gros-

seren Konzentrationen deutlich. — Toluol hindert die CS-Bildung

nach Zusatz aller in dieser Arbeit geprfiften Verbindungen.
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Die Malonsaure wirkt in Testis, wenigstens in gewissem Grade,

hemmend auf die Synthese bei Anwesenheit jeder Saure, jedoch

ist der Effekt auf a-Ketoglutarsaure recht schwach. Im Nieren-

gewebe hat die Malonsaure keinen Einfluss auf Fumarsaure, 1-Apfel-

saure und Oxalessigsaure.

2. Der Einfluss verschiedener Sduren auf die Citronensdure-

bildung.

a. Orieniierende Versuche mit Nieren und Testis.

In den bisher berichteten Versuchen wurde die CS-Bildung nur

nach Zusatz von solchen Sauren untersucht, die sich schon fruher

als geeignete Ausgangsstoffe en\iesen batten. Da aber anzunehmen

stand, dass die CS-Bildung auch noch durch den Zusatz anderer,

ihr in einer oder der anderen Beziehung nahesteliender Verbin-

dungen bewirkt werden kann, vie ich schon in einer friiheren

Arbeit (Hallman, 1938) zeigte, habe ich eine ganze Reihe systema-

tischer Bestimmungen ausser mit den schon fruher gepriiften

Substraten auch mit einigen neuen ausgefiihrt.

Die Versuche uairden mit Nierengewebe und Testis angestellt. Die

zu prufende Saure 'W'urde in 0.02-m Menge zugesetzt und die Versuche

uairde unter moglichst optimalen Versuchsbedingungen, iiber dieimVor-

hergehenden berichtet uairde, vorgenommen. — Die Versuche wurden als

Serienbestimmungen ausgefiihrt, wobei in jeder Serie zur Kontrolle ein

Versuch mit einem effektiven Substrat gemacht Avairde.

Der Dbersichtlichkeit halber sind in der Tabelle Nr. 25 alle

Sauren angefuhrt, unabhangig davon, ob sie schon fruher bei

meinen Bestimmungen benutzt worden waren. Eine starkere CS-

Bildung ausser nach Zusatz der 4-C-Dicarbonsauren, a-Keto-

glutarsaure, Brenztraubensaure, /i-Oxybuttersaure und Butter-

saure fand nur in einigen wenigen Fallen statt.

Es ist anzunehmen, dass die Bildung aus Milchsaure iiber

Brenztraubensaure verlauft, umsomehr als sie immer kleiner ist

als aus letzterer und die Milchsaure sicherlich im intermediaren

Stoffvechsel leicht zu Brenztraubensaure dehydriert werden kann.

Die Tatsache, dass aus Brenztraubensaurealdol nicht mehr CS
gebildet vird als aus Brenztraubensaure deutet daraufhin, dass der

Prozess iiber die letztere Saure und nicht uber Aldol verlauft.

Ausser in Versuchen mit n-Buttersaure kommt es auch nach
Zusatz von iso-Buttersaure zur CS-Bildung, wenn auch in sehr

geringem Grade. — Von der Malonsaure, war schon im Zusammen-
hang mit den Giftversuchen die Rede.
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Tabelle Nr. 25.

Die aerobe CS-Bildung bei Zmalz verschiedener Substrate. CS in mg.

Substrat (m/oO)

Nierengevfcbe Testis

Serie I Serie II Serie I Serie II

Acetaldchyd 0 0 0 0

Essigsaure 0 0 0 0

Glycolsaure 0 0 0 0

Propionsaure . : 0 0 0 0

Mesoxalsaure 0.12 0 0.14 0

Milchsaurc 0.92 0.73 0.45 0.55

Brenztraubensaure 1.00 2.02 3.00 3.22

Brenztraubensaurealdol 0.81 1.42 0.60 1.02

n-Butlersaure 0.95 1.00 0.81 1.42

iso-Buttersaure 0.10 0.14 0.11 0.08

^-Oxybuttersaurc 1.40 2.00 0.79 0.76

Crotonsaure 0.20 0.18 0.35 0.17

Gluconsaure 0 0 0 0

Oxalsaure 0 0 0 0

Malonsaure 0.15 0.10 0 0

Tartronsaure 0 0 0 0

Bemsteinsaure 0.92 0.89 0.73 0.82

Fumarsaure 2.73 2.33 3.23 2,43

1-Apfelsaure 2.20 2.00 3.62 1.85

l-Weinsaure 0 0 0 0

i-Weinsaure 1.31 0.62 0.83 0.44

Oxalessigsaure 5.82 6.02 3,23 5.79

Glutarsaure, 0.18 0.08 0.10 0.07

a-Ketoglutarsaure 5.55 6.12 3.72 2.43

Acetondicarbonsaiire. . .

.

0 0 0 0

Adipinsaure 0.14 0 0 0

Citraconsaure 1.23 1.00 1.11 0.72

Itaconsaure 0 0 0 0

Tricarballylsaure 0 0 0 0

^-Glycerinphosphorsaure 0 0 0 0

Glucose 0 0 0. 0

Sonderbarenveise hatte bei meinen Versuchen nur die i-Wein-

saure eine Wirkung auf die CS-Bildung, wahrend Versuche mit der

1-Form ganz negativ ausfielen.i Die Bildung ausWeinsauredurfte

liber die anderen 4-C-Dicarbonsauren verlaufen.

^ Die beiden AVeinsauren Vi’aren Prapatate von Schering-Kahlbaum A. G.y

Berlin.
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Von Verbindungen die ein ganz schwach positives Resultat

ergaben sind noch Mesoxalsaure, Crotonsaure, Adipinsaure und

Glutarsaure zu erv'ahnen, sowie von bisher> nicht untersuchten

Sauren Citraconsaure als die wirkungsvellste von diesen. Mog-
bcherweise beruht die Wirkung der letztgenannten, dem Tier-

organismus fremden Sauren auf einer Giftwirkung auf die CS abbau-

enden Enz3Tne, wie ICnusius (1940) in Erwagung gestellt hat.

Ein vollig negatives Ergebnis wurde erlialten mit Acetaldeliyd,

Essigsaure, Glycolsaure, Propionsaure, Gluconsaure, Tartronsaure,

Maleinsaure, Acetondicarbonsaure, Itaconsaure, Tricarballylsaure,

J?-Glycerinphosphorsaure und Glucose.

Mit Maleinsaure kamen Simola und Alapeuso (1938) im Gehirn

zu positivem Ergebnis, aber auch mit diesem Gewebe konnte ich

trotz viederholter Versuche nicht dasselbe Resultat finden.

Besondere Beachtung verdient das negative Ergebnis mit

Acetondicarbonsaure, war es doch friiher eine allgemein vertre-

tene Ansicht, dass diese Saure das regulare Abbauprodukt der CS
darstelle. Auf Grand der Rucklaufigkeit der meisten organischen

Reaktionen hatte gemass dieser Theorie wenigstens ein t)ber-

schuss von Acetondicarbonsaure zu CS umgesetzt werden mussen.

Das friiher. berichtete positive Resultat mit Glycolsaure diirfte

durch irgendeinen Fehler bei der Versuchsmethodik bedingt ge-

wesen sein (Hallman, 1938).

In der Tabelle Nr. 25 sind auch alle anderen Verbindungen^

welche schon friiher bei in-\atro-Versuchen Anlass zur Bildung

von CS gaben, beriicksichtigt worden mit Ausnahme von Acet-

essigsaure. Simola und Alapeuso (1938) erhielten mit dieser

im Gehirn ebenfalls positive Ergebnisse, wenn auch viel kleinere

Werte als mit /?-Oxybuttersaure und Buttersaure. Die eventuelle

CS-Bildung aus Acetessigsaure miisste wohl iiber diese verlaufen.

In naher Beziehung zum Umsatz der Ketosauren stehen im
Organismus die Aminosauren, deren Bildung aus ersteren schon vor

langer Zeit nachgewiesen vairde (Knoop, 1910; Neubaueb und
Gross, 1910; Knoop undKERXESs, 1911; Embden und Schmitz,

1910, 1912; Dakin und Dudley, 1914). Neber (1935, 1936)

gelang bei in-vitro-Versuchen die Bildung von Aminosauren

aus den entsprechenden Ketosauren; die Reaktion war fest an die

Zellstruktur gekniipft, war aber unabhangig von der Zellatmung.

Krebs (1936) bestatigt diese Befunde und behauptet gleichzeitig,

dass die Brenztraubensaure ein spezifischer H-Ionen-Donator sei,

den andere Ketosauren nicht ersetzen konnten.

Knoop und Oesterlin (1925, 1927) haben daraufhin gewiesen.
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dass die Reaktion Ketosaure -> Aminosaure riicklaufig ist und

Krebs (1933) erhielt auch in-vitro aus Aminosauren Ketosauren

und besonders durcb Vergiftung mit Arsenigsaure aus Asparagin-

saure Oxalessigsaure und aus Glutaminsaure a-Ketoglutarsaure,

deren weiterer Abbau bei diesen Versuchen durcb Arsenigsaure

gehemmt wurde. Bra.unstein und Kritzmann (1937) sowie

Kritzmann (1938) und Braunstein (1939) und v. Euler, Adler,

Gunther und Das (1938) heben hervor, dass die Aminogruppe

der Glutaminsaure auch an andere Ketosauren iibertragen werden

kann, wodurch die Bildung vieler Aminosauren erklart werden

konnte. Cohen (1939) hat schliessbch festgestellt, dass eine

derartige Umaminierung auch zwischen anderen Keto- und Amino-

sauren als den erwahnten stattfinden kann.

Da in den Geweben bei Zusatz von Ketosauren, besonders von

Oxalessigsaure und a-Ketoglutarsaure, CS gebildet wurde, lag die

Mdglichkeit nahe zur Hand, dass dies auch der Fall sei bei Zusatz

von Glutaminsaure oder Asparaginsaure. Die starkste Desaminie-

rung geschieht nach Krebs (1933) in Leber und Nieren, so dass die

Nieren als Gewebe mit starker CS-Bildung besonders geeignet fiir

diesbezugliche Versuche erschienen.

Tabelle Nr. 26.

Die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe bei Zusatz von Aminos&uren. CS in mg.

Substrat Serie I Serie II Serie III Serie rv

l-Asparaginsaure 0.55 1 1.02

d,l-Asparaginsaure .... 1.23 mssM 1.73

l-Glutaminsaure 0 0 0 0

d,l-Glutaminsaure 0.11 0 0.15 0.18

Tabelle Nr. 26 zeigt, dass nach Zusatz von Glutaminsaure so

gut wie garkeine CS entsteht. Dies kann eventuell in Beziehung

gesetzt werden zu der schwachen CS-Bildung nach Zusatz von

ganz kleinen Mengen a-Ketoglutarsaure. Die Asparaginsaure gibt

dagegen ein deutlich positives Ergebnis. Sonderbar ist es jedoch,

dass bei Zusatz der physiologischen 1-Form viel weniger CS gebildet

wird als bei Zusatz der d,l-Forra. Krebs (1935) erklart, dass die

dem Organismus fremden Aminosauren viel schneller umgesetzt

werden, da der Organismus bestrebt ist sie moglichst schnell zu

eliminieren. Vielleicht entstehen im Korper bei der Aminosaure-
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S3mthese beide Formen und die starke d-Desaminase ware dazu da,

die korperfremde Form direkt nach der Bildung umzusetzen.

Hierauf deuten auch die Untersuchungen von Keilin und Hartree
(1936) und Felix, Zorn und Dirr-Kaltenbach (1937).

Auf Grund des im Vorhergehenden gesagten vnirden zu den

systematischen Versuchen mit verschiedenen Geweben folgende

Sauren verwendet:

Brenztraubensaure

a-Ketoglutarsaure

Bernsteinsaure

Fumarsaure

1-Apfelsaure

Oxalessigsaure

|5-Oxybuttersaure

n-Buttersaure

d,l,-Asparag!nsaure

Es handelt sich also gerade um i>die Cyklussauren» und ferner

um die zu diesen in Beziehung stehende p-Oxybuttersaure und
Asparaginsaure. — Sicherheitshalber warden ausserdem noch in

alien Geweben Bestimmungen mit Acetondicarbonsaure ausgefiihrt,

weil ja diese friiher allgemein in nahe Verbindung zur CS gebracht

wurde.

b. Die CS-Bildung in verschiedenen Geweben.

Als Einzigste haben Simola und Hallman (1938) sich mit der CS-

Bildung in verschiedenen Geweben befasst. Da aber die Versuche in

jener Untersuchung mit 2-stundiger Bebriitung ausgefiihrt warden,

geben sie kein wrkliches Bild von derFahigkeit der einzelnen Gewebe

CS zu bilden. Daher ist auch die Ausbeute durchgehend ver-

haltnismassig klein. Als giinstigstes Gewebe envies sich Testis.

Die folgenden Versuche iTOrden als Serienbestimmungen ausgefiihrt.

Im selben Gewebe sind daher die mit verschiedenen Sauren erhaltenen

Werte ohneweiteres vergleichbar mit einander. Von den Gewebsserien,

deren immer mehrere vorgenomm.en ^vurden, habe ich der Obersichtlich-

keit halber nur die mit den grossten und den kleinsten Werten sowie den

aritmetischen Durchschnittswert angefiihrt. Der iibenviegende Teil der Be-

stimmungen wurde gerade mit den Geweben vorgenommen, in denen die

Bildung auf Grund der orientierenden Versuche am grossten war. Die

zu priifenden Sauren wurden im molaren Verhaltnis zugesetzt und als

Bebriitungszeit wurde immer die schon friiher bestimmte Optimalzeit

gewahlt. — Zu jedem Versuch ivurden 20 g Gewebe venvendet, ausge-

nommen die Versuche mit Schilddriise und Nebennieren, zu welchen, wegen

der geringen Grosse der betreffenden Organe, 10 g venvendet \vurden.

5
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Unter aeroben Bedingungen kommt es zur CS-Bildung in alien

untersuchten Geweben mit Ausnahme der Schilddriise Die ver-

haltnismassig kleinen Werte im Lebergewebe (vgl. Tabelle Nr.

27 a) sind vielleicht teilweise dadurch zu erklaren, dass hier

besonders viel CS abbauende Enzyme sind. Gerade wegen dieser

ist es naturlich schwer zu sagen, welches Gewebe am besten CS
bildet, jedoch erhalt man mit Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskel

und Testis so grosse Werte, (Tabelle Nr. 27 b, c, d, g) dass man
mit ziemlicher Sicherheit annehmen kann, dass hier die Bildung

viel grosser ist als in Lungen, Gehim, Nebennieren, Thymus und

Milz. (Tabelle Nr. e, f, h, i, j).

Tabelle Nr. 27.

Aerobe CS-Bildung in verschiedenen Geweben. CS in mg. Substrat ml50.

a) Leber.

Substrat
Zahl der

Versuche
Grenzwerte Mittelwert

Brenztraubensaure 4 0.1—0.6 0.39

0«K’ptng]iitj»rR5nrf» 4 0.4—2.4 1.66

BemsteinsSure ; . .

.

4 0.0—0.1 0.03

Fumars5ure 4 o1O 0.18

1-Apfelsaure 4 0.1—0.2 0.19

Oxalessigsaure 2 0.6—0,7 0.65

PSiitfprsSiirft 4 0.0—0.1 0.03

|9-Oxalbuttersaiu-e 4 0.2—0.4 0.32

d,l-Asparaginsaure 1 — 0.12

Acetondicarbonsaure 1 — 0

h) Herzmuskel.

Substrat
Zahl der

Versuche
Grenzwerte Mittelwert

Brenztraubensaure 5 phorp 1,41

a-Ketoglutarsaure 5 3,9—21.7 9.83

Bemsteinsaure 5 0.3—3.2 1,45

FumarsSure 5 0.7—3.3 2.44

1-Apfelsaure 5 0.7—4.0 2.67

Oxalessigsaure 3 1.2—2,1 1.65

Buttersaure . 3 0.05

|5-Oxybuttersaure 3 0.03

d,l-Asparagins§ure 3 1.2—2,1 1.38

Acetondicarbonsaure 1 — 0

^ Da die Ergebnisse mit SchilddrClsengev.’ebe vollig negativ waren, sind

sie in den Tabellen nicht angefohrt worden.
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c) Nieren.

. Substrat
Zahl der
Versuche

Grenzwerte Mittelwert

Rrf'n7fmnhpn<;Siirf» 4 0,R 10 n fiR

a-Kctoglutarsaure 4 5.5—7.8 6.63

Bcrnsteinsaure 4 0.2—0.9 0.76

FiimarsSiirp. 4 1.9 3 2 2 88

]- Apff'Kniirf' 4 1,1 2 3 2 10

. 2 5 8 8 0 0^90

Buttcrsaure 3 0.5—1.3 1.06

^-Oxybuttersaure 4 1.4—2.4 1.89

d,l-Asparaginsaure 3 0.9—2.0 1.25

Acetondicarbonsaure 1 — 0

d) Skeletlmuskel.

Substrat
Zahl der

Versuche
Grenzwerte Mittelwert

Brenztraubensaurc 4 0.1—0.5 0.27

a-Kctoglutarsaurc 4 4.17

4 0.2—2.0 1.23

Fumarsaurc 4 0.9—4.5 2.86

1-Apfels5urc 4 0.9—5.7 3.33

Oxalessigsaurc 2 3.2—7.2 5.20

Buttersaurc 2 0.0—0.2 0.10

^-Oxybuttcrsaurc 3 p 1p CO 0.21

d,I-.\sparaginsaurc 2 0.2—0.3 0.25

Acetondicarbonsaure 1 — 0

c) Lunge.

Substrat
Zahl der
Versuche

Grenzwerte Mittelwert

Brenztraubensaure 3 0.3—2.2 —
a-Ketoglutarsiiure 3 0.7—1.9

Bernsteinsaure 3 0.1—0.2 0.16

Fumarsaurc 3 0.6—0.9 0.71

1-Apfclsaure 3 0.5—1.1 0.78

Oxalessigsaurc 2 1.5—2.1 1.85

Buttcrsaure 2 0.0—0.2 0.10

^-Oxybuttersaurc 2 0.0—0.1 0.05

d,l-Asparaginsaure 2 0..3—0.4 0.35

Acetondicarbonsaure 1 — 0
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f) Gehirn.

Substxat
Zahl der
Versuche

Grenrsverte Mittelwert

4 0.8—2.1 1*39

a-Ketoglutarsaure 4 0.2—1.5 0.76

4 0.3—0.8 0 60

Fumarsaure 4 0.8—1.4 1.16

l-Apfelsaure 4 1.1—2.1 1.75

Oxalessigsaure 3 3.4—4.1 3.76

Buttersaure 2 0.2—0.3 0.25

^-Oxybuttersaure 3 0.5—1.3 0.93

d,l-Asparaginsaure 2 pbo1 0.95

Acetondicarbonsaure 1 — 0

g) Testis.

Substrat
Zahl der

Versuche
Grenwerte Mittelwert

Brenztraubensaure 5 1.8—4.6 3.24

a-Ketoglutarsaure 5 1.8—4.2 2.71

5 0.3—1.7 0.93

Fumarsaure 5 1.1—5.0 2.65

1-Apfelsaure 5 1CO o 2.05

Oxalessigsaure 2 4.2—7.5 5.35

ButtersSure 4 0.1—1.5 0.64

^-OxybuttersSure 4 0.8—1.6 1.00

d.l-Asparaginsaure 2 1.4—1.8 1.60

Acetondicarbonsaure 1 — 0
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i) Milz.

Substrat
Zahl der

Versuche
Grenzwerte Mittelwert

Brcnztraubensaurc 2 0.2—0.3 0.26

a-Ketoglutarsaure 2 1.6—3.0 2.30

Bernsteinsaure 2 0.1—0.1 0.10

Funiarsaure 2 p 1p to 0.15

I-Apfelsaure 2 0.2—0.2 0.20

Oxalessigsaurc 1 — 1.00

Buttersaure 1 — 0

^-Oxybuttersaure t — 0.20

d.l-Asparaginsfiurc 1 — 0.10

Acctondicarbonsaurc 1 — 0

j) Thymus.

Substrat
Zahl der

Versuche
Grcnzwerte Mittelwert

2 1 8—2 4 2.10

a-Ketoglutarsaurc 2 1.6—2.6 2.10

Bernsteinsaure 2 COo1o 0.20

Fumarsaurc 2 0.9—0.9 0.90

l-Apfelsfiurc 2 1p 1.20

0.xalcssigs.aurc 1 — 3.50

Buttersaure 1 — 0.10

^-Oxybuttersaurc 1 — 0.50

d,l-Asparaginsaure 1 — 0.45

.\cctondicarbonsaurc 1 — 0

Was die CS-Bildung bei Verwendung der verschiedenen Sauren

anbetrifft, so weisen die einzelnen Gewebe ziemlich bedeutende

Unterschiede auf. Erstens was die a-Ketoglutarsaure angeht, kann

man die Gewebe in zwei Gruppen teilen. In Leber, Nieren, Hertz-

muskel und Milz wird, verglichen mit den anderen Sauren,

verhaltnismassig sehr viel CS gebildet. Wenn wir diese Gewebe

mit denen vergleichen, die am meisten die CS abbauende Enzyme
enthalten, ist festzustellen, dass es sich gerade um dieselben Ge-

webe handelt, welclie die CS am besten eliminieren konnen (vgl.

folgendes Kapitel). Ausgehend von der Cyklustheorie miisste die

Bildung aus a-Ketoglutarsaure fiber Bernsteinsaure verlaufen.

Die mit Bernsteinsaure erhaltenen, viel kleineren Werte deuten

aber daraufhin, dass dies nicht der Fall ware. Dies dfirfte wieder ein
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TabeUe

Anaerobe CS-Bildung in verschie-

Snbstrat

Leber Herzmuskel Niere

Serie I Serie II Serie I Serie II Serie I Serie II

Brenztraubensaure.

.

0 0.11 0.43 0.32 0 0.41

c-Ketoglutarsaure.

.

1.71 . 1.80 25.80 10.30 3.62 11.90

Bemsteinsaure 0 0 0 0.11 0 0

Fumarsaure 0.10 0 0.11 0.90 0.31 0.31

l-Apfelsaure 0.10 0 0 0.61 0.30 0.12

Oxalessigsaure .... mm 0.92 — — 1.62 1.81

Buttersaure 0 0 0 0 0

P-Oxybuttersaure .

.

IH 0 0.10 0 0 0

d,l-Asparaginsaure.

.

— 0.20 0.31 0 —
Acetondicarbonsaure — 0 — 0 —

Beweis dafur sein, dass die CS-Bildung aus a-Ketoglutarsaure auch

einenanderen Wegverlauft. — Lunge, Gehirn, Testis, Nebennieren

und Thymus, und von diesen besonders die drei zuerst genannten Ge-

webe, konnen im Vergleich zu den anderen Substraten nur viel weni-

ger CS aus a-Ketoglutarsaure bilden, aber auch in ihnen muss die Bil-

dung zwei verschiedene Wege gehen, denn auch hier sind diemita-

KetogIutars5ure erhaltenen Werte grosser aJs die mit Bemsteinsaure.

Nach Zusatz von 4-C-Dicarbonsauren hat die Grosse der CS-

Bildung in beinahe alien Geweben regehnassig die Reihenfolge Bem-
steinsaure, Fumarsaure, Apfelsaure, Oxalessigsaure und ist die

Bildung aus der letzten viel starker als aus den anderen. Mit

Ausnahme von Leber und Herzmuskel sind die Werte der Oxal-

essigsaure sogar grosser als die der a-Ketoglutarsaure. Die CS-

Bildung kann also ebenfalls nicht nur fiber a-Ketoglutarsaure ver-

laufen. Die Bemsteinsaure scheint die Grenze zwischen dieser und

den 4-C-Dicarbonsauren zu bilden. — Im Herzmuskel (vgl.

TabeUe 27 b) ist die Bildung aus Apfelsaure sonderbarerweise viel

starker als aus Oxalessigsaure. Vielleicht kann dies dadurch erklart

werden, dass die Oxalessigsaure schneUer in einer anderen Rich-

tung umgesetzt vdrd als wie aus ihr CS entsteht. Es scheint kaum
wahrscheinlich, dass die Apfelsaure als solche an der CS-Sjmthese

beteUigt ist. — In Nieren und Testis viedemm wechseln Apfel-

saure und Fumarsaure den Platz in der Reihenfolge. Dieses Faktum
scheint schwer zu erklaren. Die Bemsteinsaure wirkt in alien Ver-

suchen am schwachsten von aUen 4-C-Dicarbonsauren. Zur selben
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Nr. 28.

denen Geweben. CS in mg.

Skelettmuskel Lunge Gehim
.

Testis

Serie I Serie II Serie I Serie II Serie I Serie II Serie I Serie II

0.31 0.70 2.90

4.00 1.50 1.40 1.20

0 0.21 0 0 0 0

0.90 0.41 0.60 0.21 Bl 0.51

0.90 0.52 0.42 1.40 0.21 WSSM 0.51

1.30 — — 2.00 — 1.23 mm 2.50

0 0 0 0.10 0 — 0 —
0 0 0 0 0 0 0.32 0

0 — 0 0.11 0.50 0 0.21

0 0 — 0 — 0 —

Gruppe gehort endlich auch noch die Asparaginsaure, mit der in

alien Geweben positive Werte erhalten wurden. Im allgemeinen

waren sie grosser als die der Bernsteinsaure aber kleiner als die

der Fumarsaure. Die CS-Bildung im Skelettmuskel bei Zusatz von

Asparaginsaure war jedoch verhaltnismassig gering.

Fine eigene Gruppe bildet die Brenztraubensaure, deren CS-

Werte in den verschiedenen Geweben im Vergleich zu den anderen

Sauren bedeutend schwanken. Besonders in Herzmuskel, Nieren,

und Skelettmuskel sind die Werte verhaltnismassig klein. In

Lungen, Gehirn, Testis, Nebennieren, Schilddruse und Milz sind

sie dagegen im Vergleich zu den 4-C-Dicarbonsauren und der

a-Ketoglutarsaure sehr hoch und iibersteigen sogar die Werte der

letzteren in vielen Fallen.

Die CS-Bildung nach Zusatz von Buttersaure ist regelmassig

schwacher als nach ;0-Oxybuttersaure. In Herzmuskel, Skelett-

muskel und Lungen bewirken beide nur eine sehr schwache Bil-

dung. Am besten kommt der Bildungseffekt in Nieren zum Vor-

schein, wo er, was die /3-Oxybuttersaure anbetrifft, sogar die Brenz-

traubensaure ubersteigt. Sonst sind die Ergebnisse im allgemeinen

etwas grosser als die entsprechenden der Bernsteinsaure.

Die Acetondicarbonsaure hat in keinem der Versuche ein posi-

tives Resultat ergeben, so dass sie als CS-Bildner wenigstens im

Tierorganismus tatsachlich kaum in Frage kommen durfte.

Vergleichshalber wurde auch eine ganze Reihe Untersuchungen

unter anaeroben Bedingungen ausgefuhrt (Tabelle Nr. 28). Wie
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schon fruher erwahnt wurde, ist die CS-Bildung bei Abwesenheit

von Sauerstoff viel schlechter. Nur die a-Ketoglutarsaure envies

sich hier teilweise als starker CS-Bildner (Herzmuskel). Dies

deutet vdederum auf die direkte Bildung der CS aus a-Ketoglutar-

saure bin, denn die Dehydrierung der letzteren zu Bernsteinsaure

verlangt die Gegenwart von Sauerstoff, geht also nicht unter anae-

roben Bedingungen vorsich.

Von den anderen Sauren verdienen die Buttersaure und jS-Oxy-

buttersaure insofern Beachtung, als sie anaerob garkeine CS-Bildung

veranlassen. Bei Zusatz von Oxalessigsaure ist die Synthese durchwegs

noch am besten bewahrt. In Testis wurden bei anaeroben Versuchen

aber auch mit anderen Sauren beachtenswerte Werte gefunden.

Zusammenfassimg: In Nieren und Testis kommt es zur CS-

Bildung nach Zusatz von Brenztraubensaure, a-Ketoglutarsaure,

Bernsteinsaure, 1-Apfelsaure, Fumarsaure, Oxalessigsaure, Butter-

saure, /?-Oxybuttersaure und in geringerem Grade auch nach

Zusatz von d,l-Weinsaure und Citraconsaure. Von den Aminosauren

ist die Glutaminsaure ohne Wirkung, wahrend die Asparaginsaure

CS-Bildung hevorruft, wobei die dem Organismus fremde d,1-Form

effektiver ist als die 1-Form.

Acetaldehyd, Essigsaure, Glycolsaure, Propionsaure, Mesoxal-

saure, Crotonsaure, Gluconsaure, Malonsaure, Tartronsaure, Malein-

saure, 1-Weinsaure, Glufarsaure, Acetondicarbonsaure, Adipinsaure,

Itaconsaure, Tricarballylsaure, ^-Glycerinphosphorsaure und Glu-

cose rufen in den Gewebesuspensionen keine CS-Bildung hervor oder

auch ist ihr Effekt ganz minimal.— Die Wirkung der Milchsaure,

des Brenztraubensaurealdols kann vielleicht auf Grund der oben

beschriebenen Ergebnisse durch ihre Umwandlung zu Brenz-

traubensaure erklart werden.

Bei systematischen Versuchen wurden positive Resultate mit

Leber, Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskel, Lungen, Gehirn, Testis,

Nebennieren, hldz und Thymus erhalten, wahrend im Schilddriisen-

gewebe keine CS-Bildung erzielt wurde.

Die a-Ketoglutarsaure en\ies sich als bestes Substrat in den

Geweben, die viel die CS abbauende Enzyme enthalten (Leber,

Herzmuskel). Im allgemeinen wurde sonst in Gegenwart von Oxal-

essigsaure am meisten CS gebildet, mit Ausnahme der Versuche

im Herzmuskel, wo sowohl die 1-Apfelsaure als auch die Fumarsaure

einen grosseren Effekt hatten. Abgesehen von dieser Ausnahme

VTichs die Wirkung der 4-C-Dicarbonsauren mit ihrem Oxyda-

tionsgrad. Die Wirkung der Asparaginsaure lag meistens zwischen

der Bernsteinsaure und Fumarsaure.
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Die Wirkungsgrosse der Brenztraubensaure ist in Geweben, die

viel die CS abbauende Enzyme enthalten ungefahr die Gleiche

wie die der Bernsteinsaure (Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskel),

in den anderen wiederum kommt sie direkt nach der Oxalessig-

saure (Lungen, Gehirn, Testis, Nebennieren, Milz, Thymus).
Bei Zusatz von Buttersaure und /i-Oxybuttersaure kommt es

zu einer beachtenswerteren CS-Bildung nur in Nieren, Gehirn,

Testis und Leber. In alien anderen Geweben mit Ausnahme der

Nieren liegen die Werte unter den entsprechenden der Brenz-

traubensaure.

Unter anaeroben Bedingungen ist die CS-Bildung bei Zusatz

aller Substrate mit Ausnahme der a-Ketoglutarsaure sehr viel

niedriger als bei den aeroben Versuchen.

3. Kombinationsversuche.

a. Verschiedene Kombinationsmdglichkeiien.

Bei der Durchsicht des Anteils der verschiedenen Sauren an der

CS-Bildung zcigte es sich, dass die Sauren des KnEBs’schen Cyklus

alle als Ausgangsstoffe bei der Synthese fungieren konnen. Schon

fruhere Untersuchungcn (Martius und Knoop, 1936; Krebs,

1937; SiMOLA, Hallman und Alapeuso, 1939; Breusch, 1939)

wiesen daraufhin, dass die CS-Synthese zu guter letzt durch die

4-C-Dicarbonsauren und ein Abbauprodukt des Kohlenhydrat-

stoffwechsels zustande kommt. Unter weiterer Beriicksichtigung

der vielseitigen Moglichkeiten, die vor allem im Zusammenhang
mit Untersuchungen bei niederen Organismen diskutiert worden

sind, war es von grossem Interesse zu untersuchen, zu welchem

Ergebnis iiber die CS-Bildung man auf Grund der Gewebsversuche

kommt.
Vor allem "wurde beabsichtigt die Reaktion von einerseits den

4-C-Dicarbonsauren und andererscits einem 3-C-atomigen moghchen

Abbauprodukt des Zuckerumsatzes zu verfolgen. Hierzu standen

zur Verfiigung ausser der Brenztraubensaure Mesoxalsiiure, Milch-

saure, Tartronsaure und /?-Glycerinphosphorsaure. Audi die Butter-

saure und )8-Oxybuttersaure, die wie schon oft gezeigt wurde, in

naher Beziehung zum Brenztraubensaurestoffwechsel stehen (Loeb

1912; Embden und Oppenheimer, 1912; Gorr, 1932; Annau, 1934;

Edson, 1935; v. Szent-Gyorgyi, 1936; Weil-Malherbe, 1936;

Krebs und Johnson, 1937) kamen hierbei in Frage. Weiterwurden

einige, im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die CS-Bildung

bei niederen Organismen envahnteVerbindungen untersucht, obwohl
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sie allein verwendet in meinen Versuchen keine Zunahme der CS
hervorriefen. Dies waren Essigsaure (Raistrick und Clark, 1919;

ViRTANEN und PuLKKi, 1930), Acctaldehyd (v. Euler, 1909),

Glycolsaure (Chrzaszcs, 1931) und Oxalsaure (Claisen und Horn,

1891).

Die Versuche -wurden ebenso wie alle spateren Kombinationsversuche

derart ausgefiihrt, dass immer gleichzeitig mit dem Kombinationsversuch

Bestimmungen mit jedem Substrat fiir sich vorgenommen \vurden. Die

Summe dieser beiden Parallelversuche %vurde dann mit dem Kombinations-

versuch verglichen, zu dem beide Sauren in gleicher Gesamtmenge wie zu

ersteren zugesetzt worden waren.— Die Versuche ^^’urden mit Nierengewebe

(20 g) unter aeroben Bedingungen und einer Bebriitungszeit von 30 Minuten

(37°) vorgenommen. Die Sauren wnjrden in 0.01-m Menge zugesetzt.

Tabelle Nr. 29 a und b zeigen, dass Brenztraubensaure zusam-

men mit Apfeisaure oder Fumarsaure eine vie] grossere CS-Aus-

beute gibt als wie die Summe der Versuche mit jeder Saure allein

betragt. Bei Kombination der beiden ersteren Sauren war der Kom-
binationswert beispielsweise mehr als dreimal grosser als die Summe
der beiden getrennten Versuche. Auch Milchsaure gab bei Kom-
binationsversuchen positive, wenn auch viel weniger starke Resul-

tate, wahrend die )3-Glycerinphoshorsaure, Mesoxalsaure und

Tartronsaure sich ganzlich negativ verhielten, ja sogar die Bildung

aus Fumarsaure bzw. Apfeisaure allein hemmten.

TabeUe Nr. 29.

Aerobe CS-Bildung im Nierengewebe bei Kombination verschiedener Substrate

{mjSO) mit 4-C-Dicarbonsauren {mjSO). CS in mg.

a) l-ApfelsSure.

Substrat Substrat
allein

I'Apfel-

saure

allein

Summe
Kombi-
nations-

versuch

Unter-
schied

Acctaldehyd 0 1.70 1.70 0 — 1.70

Glycolsaure 0 1.70 1.70 0.50 — 1.20

Essigsaure 0 1.70 1.70 1.92 -f 0.22

Oxalsaure 0 1.70 i;70 1.0 — 0.70

Tartronsaure 0 1.70 1.70 0.80 — 0.90

l^Iesoxalsaure 1.82 1.92 1.32 — 0.60

Milchsaure 0.80 1.51 2.90 + 1.41

Brenztraubensaure 2.00 3.00 10.5 -f-
7.50

Buttersaure 0.52 1.82 2.34 1.14 — 1.20

|5-Oxybuttersaure 0.80 1.32 2.12 4.44 + 2.32

^-Glycerinphosphorsaure 0 1.50 1.50 1.00 — 0.50
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b) Famarsdure.

S u b s t r n t
Subslrnt
allcln

Fumar-
saurc
allcin

Summe
Kombi-
nations-

vcrsuch

Unter-
schied

.-\sctnldehyd 0 l.SO n 0 — 1.80

Glycols.^urc 0 1.80 HI 0.80 — 1.00

Kssifisfuire 0 1.02 1.14 + 0.12

Oxalsilurc 0 1.80 0.50 — 1.30

T-artronsfiurc 0 1.80 1.80 1.20 — 0.60

Mc.'ioxalsiltirr ........ 0.11 l.Cl 1.72 1.22 — 0.50

.Mildisfiurc 0,71 0.71 1.-12 2.13 + 0.71

Brenrtraubensflure ....mSm 2.00 8.10 5.10

BultcrsSure l.fil mm 1.23 — 0.90

^-Oxybuitprsaurc .... o.so 1.22 2.02 3.84 + 1.82

^•Glycerinpl)os.pborsriurc 0 1.02 1.02 0.85 — 0.23

Die /?-Oxybuttcrsaurc crwics sich ini Gcgensatz zur Buttersaure

als gccignct fur Kombinationsvcrsuchc. Von 2-C-alomigen Ver-

bindungcn ricf nur die lilssigsaurc cine sebr sclnvache Zunabme dor

CS-Bildung hcr\’or, wiiiirend die anderen gepriiften Verbindungen

eber cine Abnabrnc vcranlasslcn.

Es slelHc sich also beraus, dass ausscr derBrcnzlraubensaurcnur

ihre Vorstufc, die. Milebsaure und fcrnernoch die/?-Oxybuttersaure

and die Essigsfjurc Anzcichcn eincr mogliclien Bcscblcunigung der

CS-Bildung in Gegenwart von r'urnnrsaurc Oder Apfelsaure zeiglcn.

Andcrcrscits war cs aber auch intressant zu untcrsuchcn, welche

anderen Sfiuren imstandc waren, die CS-Bildung in Gegenwartvon

Brenzlraubcnsaurc zu erboben.

Was die -l-C-Dicarbonsilurcn nnbelrifft (l-abelle Nr. 30), zeigte

.sich, wic zu erwnrlcn .stand, dass die Iclzlc Oxydationsslufe,

die Oxalessigsaure die CS-Bildung am mcislen steigerte, sogar bis

zu ca. ,o00 %. Jc weitcr zunlck man gebt, dcslo kleincr wird die

Steigerung. Jedoch ruft nocb die Vorstufc der Bernsteinsburc, die

a-Ketoglutarsaurc cine deutlicbc Zunabme dcr CS-Bildung bervor.

Ziemlieb bobc Wcrle gibt liei KombinalionmitBrcnztraubensaure

auch die Asparagin.saure, anscbcinend auf Grund dcr direkt aus ilir

durch Desaminicning entstebenden Oxalessigsaure.

Die von Si.mola. (1938) in Betracht gezogenc JIdglicbkeit, dass die

CS aus Acetonkdrpcrn iiber /?-Oxybuttersaurc zu Apfelsaure gebildet

vflrde, sclieint wenigstens fiir dieses Gewebe selir v’cnig wabrsebein-

licb. Wenn dies namlich dcr Fall wiire, mtissle die /?-Oxybuttersaure

ahnlich wic die Apfelsaure die CS-Bildung aus Brenztraubensaure
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TabeUe Nr. 30,

Aerobe CS-Bildung im Nierengewebe bei Kombination verschiedener Substrate

mil Brenztraubensdure.

Substrat
Sumnic

Brcnztraubeus.

-f

Substrat

ni-Vcrhiiltnis

Brenztraubcns.:

Substrat

CS in mg

Substrat

allein Brcnz-
traubcns.allein

Summc
Kombi-

nations-

vcrsuch Unter-
scbicd

a-Ketoglutarsaure m/100 3:2 2.40 0.62 3.02 4.40 + 1.38

> m/100 1:

1

2.00 0.86 2.86 4.40 + 1.54

» m/100 1:

1

1.90 0.79 2.69 4.42 + 1.73

» m/150 1:5 1.90 0.74 2.64 3.89 + 1.25

» m/150 1:5 2.49 4.62 2.49 4.62 + 2.13

Bernsteinsaure m/40 2:1 1.20 1.43 2.63 4.37 + 1.74

Fumarsaure m/40 2:

1

1.64 1.33 2.97 8.13 + 5.16

1-Apfelsaure .... m/40 2:

1

1.64 1.33 2.97 9.13 + 6.76

» • . . . m/50 1.73 1.17 2.90 13.18 + 10.28

» .... 2.20 0.94 3.14 10.45 + 7.31

» .... m/100 1.95 1.07 3.02 10.45 + 7.43

» .... m/100 1.28 1.00 2.28 10.72 -f* 8.o4

f .... m/200 2:

1

1.90 1.30 3.20 7.88 + 4.68

OxalessigsSure .

.

m/150 2.40 0.75 3.15 10.62 + 7.47

> m/150 2.20 0.87 3.07 17.46 + 14.39

j5-OxybuUersaure m/100 4.00 1.43 5.43 0.84 — 4.59

* m/150 3.27 1.02 4.25 1.25 — 3.00

> m/200 4.30 1.16 5.46 2.75 — 2.71

d,l-Asparaginsaure m/40 Bl 1.40 1.20 2.60 15.90 + 13.30

» m/100Q 1.60 1.20 2.80 8.80 + 6.00

» m/200 1.60 0.80 2.40 6.90 + 4.50

Citraconsaure .... m/50 In 1.30 1.50 2.80 0.45

steigern. In •welchem Verhaltnis wir aber auch die Sauren kombi-

nieren, immer ist das Ergebnis mit ersterer entgegengesetzt. Ver-

gleichen wir hiermit Kombinationsversuche von Apfelsaure mit

/?-Oxybuttersaure scbeint es viel wahrscheinlicher, dass die Bil-

dungswirkung der letzteren durch ihre Umsetzung zu Brenztrauben-

saure bedingt wird. — Die Citraconsaure, welche allein eine kleine

Zunahme des CS-Gehalts hervorrief, gibt bei Kombination mit

Brenztraubensaure keine grossere CS-Ausbeute.

Auf Grund der orientierenden Versuche mit Nierengewebe sind

folgende weitere Kombinationsversuche durchgefiihrt worden:
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1. Brenztraubensaure und 4-C-Dicarbonsauren.

2. /?-Oxybuttersaure und 4-C-Dicarbonsauren.

3. Essigsaure und 4-C-Dicarbonsauren.

b. Brenztraubensaure und 4-C-Dicarbonsauren.

1. Kombinationsversuche in verschidenen Geweben.
Die im Vorhergehenden berichteten Ergebnisse waren das Resul-

tat verschiedener, nicht immer zusammenhangender Bestimmun-
gen im Nierengewebe. Zur naheren Klarung der Frage der CS-

Bildung im ganzen Tierkdrper, wurden mit verschiedenen Geweben
eine Beihe systematischer Versuche ausgefiihrt, bei welchen die

einzelnen Sauren kombiniert mit Brenztraubensaure in vollig

parallel verlaufenden Versuclisserien gepriift wurden. Die so erhal-

tenen Ergebnisse waren direkt vergleichbar mit einander und
zeigen einwandfrei die Wirkung der verschiedenen Sauren bei

Kombinationsversuchen

.

Ausser, dass die Versuche mit den einzelnen Sauren zusammen mit

Brenztraubensaure als Parallelbestimmungen ausgefiihrt wurden, ist

genau wie bei den ersten Kombinationsversuchen auch die CS-Bildung

mit jeder Saure fiir sich bestimmt und die Summe der so erhaltenen Werte
mit dem Kombinationswert verglichen worden. Alle Sauren kamen in

den Versuchen in 0.01-m Konzentration zur Anwendung.

Die SchUddriise gibt als einzigstes Gewebe vollig negative Resul-

tate. Ebenso wie bei den Versuchen mit verschiedenen Sauren allein

wurde auch jetzt keine CS gebildet. Zu demselben Ergebnis kommt
man mit Blut, welches sowohl frisch und unhamolysiert als auch

hamolysiert dasselbe negative Resultat gibt. Die Regulierung des

Blut-CS-Spiegels diirfte daher hdchst wahrscheinlich nur von den

Geweben aus vorsichgehen.

In alien ubrigen gepriiften Geweben kommt der Kombinations-

effekt mehr oder weniger deutlich zum Vorschein (Tabelle Nr. 31

a—j). Bei Durchsicht der Kombinationsversuche in ein und dem-
selben Gewebe kann man nicht umhin festzustellen, dass die abso-

luten Mengen nach Zusatz der verschiedenen 4-C-Dicarbonsauren

wachsen je naher man zu der am meisten oxydierten Stufe kommt.
Also auch hier wieder derselbe Befund wie bei den Versuchen mit

einer Saure allein. Nur kommt dieser Effekt hier viel regelmassiger

und deutlicher zur Beobachtung. Die einzigste Ausnahme bildet der

Herzmuskel, indem bei Kombination mit Apfelsaure mehr CS
gebildet wird und auch mit Fumarsaure ungefahr ebenso viel wie mit

Oxalessigsaure. Dieselbe Tatsache kam, wie erwahnt, auch bei
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TabeUe Nr. 31.

Aerobe CS-Bildung bei Kombinaiion verschiedener Substrate {mllOO) mil Brem-
traubensSureimllOO).

a) Leber.

Bei Zusatz von Brenztranbensaure allein 0.58 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat

allein

Berechnete
Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

a-Ketoglutarsaure.

.

1.37 1.95 2.48 0.53 27

Bemsteinsaure .... 0 0.58 0.94 0.36 62

Fumarsaure 0 0.58 1.44 0.86 148

1-Apfelsaure 0 0.58 1.49 0.91 180

Oxalessigsaure .... 0.72 1.30 1.60 0.30 23

d,l-Asparaginsaure.

.

0.12 0.70 1.30 0.60 86

b) Herzmuskel.

Bei Zusatz von Brenztraubensaure allein 1.20 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Berechnete
Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

a-Ketoglutarsaure .

.

6.86 8.06 7.06 —1.00 —12
Bemsteinsaure .... 2.40 3.60 10.36 6.76 118

Fumarsaure 3.16 4.36 17.94 13.58 311

1-Apfelsaure 3.08 4.28 24.98 21.90 484

Oxalessigsaure 2.08 3.28 17.38 14.10 430

d,l-Asparaginsaure.

.

2.08 3.28 11.54 8.26 252

c) Nieren.

Bei Zusatz von Brenztraubensaure allein 0.80 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat

allein

Berechnete
Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

a-Ketoglutarsaurc .

.

2.20 3.00 4.40 1.40 47

Bemsteinsaure .... 1.80 2.60 4.40 1.80 69

Fumarsaiu-e 2.20 3.00 8.10 5.10 170

I-Aplelsaure 2.30 3.10 9.70 6.60 222

Oxalessigsaure 4.10 4.90 17.50 13.60 278

d,l-Asparaginsaure.

.

2.00 2.80 8.80 6.00 214
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d) Skelelimuskd.

Bei Zusatz von Brenztraubensaurc allein 0.12 mg CS.

Substrat

Gcbildctc CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Bercchnctc
Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

a-Kctoglutarsaure.

.

6.G0 6.72 7.80 1.08 16

Bernsteinsaurc .... 2.00 2.12 2.76 0.64 30

Fumarsaurc 4.52 4.64 8.12 3.48 75

1-Apfelsaurc 5.72 5.84 8.32 2.48 52

O.valcssigsaure .... 7.24 7.36 9.46 2.10 29

d,I-Asparagins5ure.

.

2.72 2.84 5.20 2.36 83

c) Lunge.

Bci Zusatz von Brenztraubensaurc allein 2.10 mg CS.

Substrat

Gcbildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Berecbnetc
Summe

Kombi-
nations-

vcrsuch
in mg in %

a-Kctoglutarsaurc.

.

0.22 2.32 2.50 I 8

Bemstcinsfiurc .... 0.2G 2.38 2.38 WSSm 1

FumarsSure 0.72 2.82 3.70 31

1-Apfelsaure 0.86 2.98 3.86 29

Oxalessigsaure .... 2.18 4.08 3.94 —0.16 — 4

d.l-Asparaginsaure.

.

0.50 2.60 1.98 —0.62 —24

f) Geliirn.

Bci Zusatz von Brenztraubensaurc allein 1.24 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Kombi-
nalions-

versuch
in mg in %

a-Ketoglutars.aure .

.

0.16 1.40 1.04 —0.36 —26
Bemstemsaure 0.68 1.92 3.86 1.76 92

Fumarsaurc 1.16 2.40 4.32 1.92 80

1-Apfclsaurc 1.48 2.72 4.96 2.24 82

Oxalessigsaure 3.44 4.68 6.32 1.46 30

d,l-Asparaginsaure.

.

0.60 1.84 4.96 3.12 170
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g)

Teslis.

Bei Zusatz von Brenztraubensaure allein 3.12 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat

allein

Berechnete

Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

Cj-Ketoglutarsaure .

.

3.20 6.32 5.12 —1.20 —19
Bernsteinsaure 1.72 4.84 6.36 1.52 31

Fumarsaure 2.88 6.00 8.00 2.00 33

1-Apfelsaure 1.36 5.48 8.08 2.60 47

Oxalessigsaure .... 4.20 7.32 8.08 0.76 10

d,I-Asparaginsaure.

.

1.64 4.76 2.48 —2.28 —48

h) Nebennieren.

Bei Zusatz von Brenztraubensaure allein 1.80 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat

allein

Berechnete

Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

a-Keloglutarsaure.

.

0.70 2.50 3.50 40

Bernsteinsaure 0.80 2.60 5.70 3.10 • 119

Fumarsaure 1.00 2.80 6.80 143

1-Apfelsaure ...... 1.50 3.30 8.00 4.70 143

Oxalessigsaure .... 3.20 5.00 10.00 5.00 100

d,l-Asparaginsaure.

.

— — — — —

i) Milz.

Bei Zusatz von Brenztraubensaure allein 0.46 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat

allein

Berechnete
Summe

Kombi-
nations-

versuch

in mg in %

a-Ketoglutarsaure.

.

2.30 2.76 2.54 —0.22 —8
Bernsteinsaure .... 0.10 0.56 0.54 —0.02

Fumarsaure 0.14 0.60 1.14 0.54 94

1-Apfelsaure 0.18 0.64 1.50 0.86 134

Oxalessigsaure 0,54 1.00 2.00 1.00 100

d,l-Asparaginsaure.

.

— — — — —
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j) Thijmus.

Bei Zusatz von Brcnztraubensaure allein 1.06 mg CS.

Subslrat

Gebildctc CS in mg Zunahme

Subslrat
allein

Bercchnetc
Summe

Kombi-
nations-

versuch
in mg in %

a-Kctoglutarsaure.

.

2.0G 3.12 3.16 0.04

Bernsteinsaure .... 0.24 1.30 1.44 0.14 B9
Fumarsaure 0.92 1.98 4.52 2.54

1-Apfelsaurc 1.20 2.26 5.44 3.18 a
Oxalessigsaure .... 1.94 3.00 6.00 3.00 100

d,l-Asparaginsaurc.

.

— — — — —

Versuchen mit den Sauren allein zum Vorschein. Moglichenveise

baut der Herzmuskel die Oxalessigsaure so schnell auf irgend einem

anderen Weg ab, dass das Gewebe nicht dazukommt aus ihr CS
zu bilden.

Die Oberlegenheit der a-Ketoglutarsaure als CS-Bildner im
Verhaltnis zu den anderen Sauren wird bei den Kombinations-

versuclien, besonders was die Bernsleinsaure anbetrifft, stark aus-

geglichen. Nur in Leber und Skclcltmuskel kommt es bei Kom-
bination mit Brcnztraubensaure zu grbsserer CS-Bildung als aus

Bernsteinsaure. Vergleiclit man aber die prozentuale Ausbeute mit

dem Summenwert der Versuche der Sauren allein, ist er auch in

diesen GeAvebenfiir die a-Ketoglutarsaure kleiner.

Der Kombinationsversuch gibt nur in einigen wenigen Fallen

kleinere Werte als wie die Summe der Parallelversuche mit jeder

Saure fiir sich, und zwar bei Versuchen mit a-Ketoglutarsaure im
Herzmuskel, Geliirn und Milz. Aus Asparaginsaure scheint ferner

in Lungen und Testis in Gegenwart von Brenztraubensaure nicht

soviel CS gebildet zu werden, A\ie aus jeder Komponente fiir sich.

Sonst ist aber die Stellung der Asparaginsaure im Vergleich zu

den 4-C-Dicarbonsauren dieselbe wie in den Einzelversuchen,

namlich zwischen Bernsteinsaure und Fumarsaure und zwar naher

der letzteren.

Die prozentuelle Zunahme gibt selbstverstandlich aus ganz

natiirlichen Grunden nicht immer genauso regelmassig erhohte

Werte. Die durch die verschiedenen Sauren hervorgerufenen CS-
Werte werden namlich meist in den Geweben etwas ausgeglichen.

Es scheint, dass die verschiedenen Gewebe eine verschieden

grosse Fahigkeit haben aus Brenztraubensaure und 4-C-Dicarbon-

6
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sauren CS zu bilden. Bei Verwendung von Fumarsaure, Apfel-

saure oder Oxalessigsaure in demselben Gewebe kommt man
zu annahernd dem gleichen Wertniveau. Die einzige Ausnahme
bUden wiederum Herzmuskel und Nieren, der erstere in bezug

auf Apfelsaure und die letztere in bezug auf Oxalessigsaure, da

sich deren Werte in diesen Geweben weit uber die Hohe der anderen

erheben. Vielleicht darf man das gemeinsame Wertniveau als eine

Art Masstab fur die Fahigkeit der verschiedenen Gewebe CS zu

synthetisieren halten. Derart erhalt man folgende Reihenfolge, die

Verhaltniszahlen sind hierbei berechnet aus dem Mittelwert der

Versuche mit Fumarsaure, Apfelsaure und Oxalessigsaure:

Herzmuskel 20.1

Nieren 11.8

Skelettmuskel 8.6

Nebennieren 8.3

Testis 8.1

Gebirn 5.5

Thymus 5.3

Lungen 3.8

Leber 1.5

Milz 1.5

Schilddrtise 0

Blut 0

Besondere Beachtung verdienen die drei ersten Gewebe. Auch

in Hinblick auf ihren reichlichen Dehydrasengehalt scheint der

CS-Umsatz in ihnen besonders lebhaft zu sein. Die verhaltnismas-

sig niedrige Stellung der Leber in dem Verzeichnis lasst sich wohl

teilweise durch den starken Gehalt dieses Gewebes an CS ab-

bauenden Enzymen erklaren. Man ist geneigt anzunehmen, dass

der gesamte CS-Umsatz viel lebhafter in diesem Gewebe ist als wie

die Tabelle andeutet.

Der Sicherheit halber wurde ausser den aeroben Bestimmungen

auch eine ganze Reihe anaerobe Versuche mit den besten CS-

Bildner-Geweben vorgenommen. Sowohl die Werte im Herz-

muskel als auch in Nieren entsprechen im Grossen und Ganzen

denjenigen der aeroben Versuche, jedoch sind die Werte hier viel

kleiner. Das Ergebnis mit a-Ketoglutarsaure ist im Verhaltnis zu

den anderen ziemlich gross und deutet wieder daraufhin, dass die

Bildung in Gegenwart von dieser Saure ausser uber die 4-C-Dicar-

bonsauren auch noch einen anderen Weg verlaufen muss (’fabelle

Nr. 32 a und b).
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Tabelle Nr 32.

Anaerobe CS-Bildung bei Kombinalion verschiedener Substrate (m/lOO) mit
Brenztraubens&ure (mllOO),

a) Herzmuskel.

Bei Zusatz von Brenztraubensfiure allein 0.24 mg CS.

Substrat
Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Berechnete
Summe

Kombinations-
versuch

in mg in %

a-Ketoglutarsaure .

.

6.72 6.96 8.32 1.36 20

Bemsteinsaure 0 0.24 0.44 0.20 83

FumarsSure 0.52 0.76 2.56 1.80 237

]-Apfelsaure 0.52 0.76 3.40 2.64 348

Oxalessigsaure 0.24 0.48 3.22 2.64 550

d,l-Asparaginsaure .

.

0.12 0.36 0:40 0.04 11

b) Nieren.

Bei Zusatz von Brenztraubensaure allein 0.28 mg CS.

Substrat
Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
aliein

Berechnete
Summe

Kombinations-
versuch

in mg in%

a-Ketoglutarsaure .

.

3.64 3.92 3.44 —13
Bemsteinsaure 0 0.28 0.28 mm 0

Fumarsaure 0.28 0.56 1.32 JMSl 136

1-Apfelsaure 0.36 0.64 1.76 1.12 175

Oxalessigsaure 1.40 1.68 2.68

d.l-AsparaginsSure .

.

0.08 0.36 0.36 o|

2. Nahere Untersuchung der Kombinationswirkung.

Nachdem klar geworden war, dass in den Gewebeversuchen

zweifelsohne eine grdssere CS-Bildung zustande kommt bei Zu-

satz von 4-C-Dicarbonsauren und Brenztraubensaure zusammen,
als wenn beide Komponenten getrennt wirken, war es natiirlich

von besonderem Interesse den naheren Reaktionsmechanismus bei

diesem Vorgang zu untersuchen. Neben die eventuelle direkte

Verbindung der beiden Substrate zu einem Komplex, aus dem
dann die CS gebildet wurde, wie Knoop und Martius (1936)

behaupten, war das Atmungssystem der 4-C-Dicarbonsauren von
V. Szent-Gyorgyi und seiner Schule zu stellen. Man konnte ja

denken, dass diese nur katalytisch an der Reaktion beteiligt waren.

So berichten auch Annau (1938) und Annau und Erdos (1938),
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dass sie aus Muskel und Nieren den Aktivator des Enzyms, -vs’elches

die Oxydation der Brenztraubensaure bewke, isoliert und als

Bernsteinsaure identifiziert batten und dass die Verbrennung bis

zu Essigsaure und Kohlendioxyd verliefe.

In den bisber bescbriebenen Versuchen -wnirden immer alle zu

untersucbenden Sauren in gleicber Menge zugesetzt (m/lOO).
, Es

erscbien jedocb sebr -wabrscbeinlicb, dass durcb Steigerung der

einen Oder anderen Komponente der Kombinationseffekt verandert

wnirde. In der Tabelle Nr. 33 sind Versucbe angefiihrt mit Herz-

muskel, Nieren und Gebirn, bei welcben die zugegebene Gesamt-

TabeUe Nr. 33.

Aerobe CS-Bildung bei Kombination von Brenztraubensaure mit Substraten in

verschiedenen Mengenverhalinissen. CS in mg.

m-Brenztraubensaure : m-Substrat

Gewebe Substrat (Summe = m/100)

5:0 4 :

1

3:2 2:3 1:4 0:5

Herzmuskel Fumarsaure 2.2 5.8 12.6 19.8 15.2 2.9

» 1-Apfelsaure 2.2 7.1 14.4 12.7 9.3 4.2

» Oxalessigsaure 1.2 4.0 7.4 10.2 15.1 1.2

Nieren a-Ketoglutarsaure .... 1.6 1.6 2.1 2.1 1.7 1.5

» Bernsteinsaure 1.7 3.3 3.5 4.4 3.6 0.3

» Fumarsaure Bl 7.9 8.1 4.8 0.2

f 1-Apfelsaure 1.4 6.7 4.0 2.1 0.8

> Oxalessigsaure 1.2 9.9 8.0 6.8 5.0 2.8

Gehim Fumarsaure 2.2 3.8 3.6 3.2 0.8

> 1-Apfelsaure 2.2 4.8 3.8 3.8 0.8

» Oxalessigsaure 2.8 3.8 3.8 4.0 3.0

f Oxalessigsaure 2.0 3.7 3.7 3.0 2.1

menge der Molekiile immer gleicb war (m/100), wabrend das Ver-

baltnis zwiscben den beiden zugesetzten Sauren variiert wurde.

Die Ergebnisse zeigen, wie erwartet, dass nicbt in alien Fallen

genauso viel CS gebildet wird. Ferner verbalten sicb aucb die ver-

scbiedenen Gewebe bier nicbt gleicb. Im Herzmuskel sind besonders

viel 4-C-Dicarbonsauren notig und von diesen am aller meisten

Oxalessigsaure, um zusammen mit Brenztraubensaure ausderselben

Molekulmenge eine optimale CS-Bildung zu erbalten. Mit Apfelsaure

vird das Maximum mit einer im Verbaltnis kleineren Menge er-

reicbt. Wie scbon im Vorbergebenden bericbtet wurde, ent-

stand ja aus Apfelsaure allein oder zusammen mit Brenztrauben-
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saure verglichen mit den anderen 4-C-Dicarbonsauren am meisten

CS im Herzmuskel.

Im Nierengewebe, in 'welchem, genau wie in den anderen unter-

suchten Geweben, die Oxalessigsaure anstatt der Apfelsaure die

hochsten Werte gibt, braucht man im Vergleich zur Brenztrauben-

saure nnr wenig 4-C-Dicarbonsauren, vor allem besonders wenig

Oxalessigsaure, zur Erreichung des Maximums. Die fruheren Oxyda-
tionsstadien, wie die F\imarsaure, Bernsteinsaure und a-Keto-

glutarsaure sind dagegen in grosseren Mengen zuzusetzen.

Im Gehirn scheint sich das Verhaltnis wieder mehr dem Herz-

muskel zu nahern. Der Kombinationseffekt ist hier aber im Ver-

gleich zu der Wirkung der einzelnen Sauren recht gering.

Trotz der bei den verschiedenen Geweben schwankenden Werte
scheint es schwerlich mdglich, dass die 4-C-Dicarbonsauren nnr

katalylisch auf den Vorgang einwirken. Ware dies der Fall musste

ja der Zusatz fast einer jeden Saure, und zwar in ganz kleinen Men-
gen, ausreichen um eine starke CS-BUdung hervorzurufen. Beson-

ders aber im Herzmuskel bedarf es jener in grosseren Mengen als

der Brenztraubensaure. Die Ergebnisse im Nierengewebe konnten

dagegen schon eher auf diese Art erklart werden.

Um Klarheit in dieser Frage zu erhalten wurden Versuche

Tabelle Nr. 34.

Aerobe CS~Bildung bei Kombination derselben Brenzlraubensauremenge (ml100)
mit wachsenden Substralquantiialen. CS in mg (Probe mii BrenztraubensQure

allein, von den Werten abgezogen).

Gewebe Substrat
Zugesetzte Substratmenge in mg

0.5 0.7 1.0 3.0 5.0 10.0 25.0

Herzmuskel a-Ketoglutarsaure 0 0 0 0 0

> Bernsteinsaure .

.

0.76 0.92

% Fumarsaure RRI R i 0.89 3.36 3.33

» 1-Apfelsaure 0.72 2.39 —B
» » ||9 — 0.74 — 2.85 7.21

» Oxalessigsaure • .

.

0.32 — 1.00 1.24 2.20 — ^9
» d,l-Asparaginsaure 0 — 0.28 0.56 1.08 —

Nieren Fumarsaure — — — 0 4.00 9.00 9.56

> » 0.72 0.93 1.04 2.78 — — —
» l-Apfelsam-e — — — 11.40 14.70

» » ElKljl a — — —
» » nfra 2.60

Gehirn Oxalessigsaure 0.16 — 1.88 — — —
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ausgefuhrt, bei denen einerseits die Brenztraubensaure konstant

gehalten und die verschiedenen 4-C-Dicarbonsauren in steigenden

Mengen zugesetzt -wurden oder andererseits zu konstanter Quanti-

tat der 4-C-Dicarbonsauren wachsende Brenztraubensaurekon-

zentrationen hinzugegeben wurden.

Die Tabelle Nr. 34 zeigt, dass bei Zusatz kleiner Mengen 4-C-

Dicarbonsauren die Bildung aus Brenztraubensaure schnell be-

schleunigt wird. Im Herzmuskel und besonders in den Nieren

erhalt man in einigen FMIen hohere Werte als wie von der betref-

fenden Saure zugesetzt wurde. Bei Zusatz grossererMengen von 4-C-

Dicarbonsauren ist die Zunahme der CS-Bildung nicht mehr ebenso

stark. Die Tatsache, dass die CS-Bildung bei diesen Versuchen

mehr zunimmt als wie von der betreffenden 4-C-Dicarbonsaure vor-

handen ist, scheint fiir die katalytische Wirkung derselben zu

sprechen. Jedoch wird hierdurch auch nicht die Moglichkeit aus-

geschaltet, dass die beiden Sauren direkt miteinander reagieren. In

diesem Fall kann namlich mehr CS gebildet werden als wie Saure

zugesetzt wird. Rechnen wir z. B., dass nur ein Molekiil Brenz-

traubensaure mit einem Molekiil der 4-C-Dicarbonsaure unter Bil-

dung des Komplexes reagiert, bekommen wir fiir Apfelsaure fol-

gende Mengen CS:

0.3 :mg Apfelsaure .... COo mg CS
0.5 I) » . . .

.

0.72 D »

1.0 » .... .... 1.43 D

3.0 0 ^ • • • 4.30 1)

5.0 » » . . .

.

7.20 J>

10.0 » 14.30 » ft

Brenztraubensaure ist in jedem Versuch in geniigender Menge

vorhanden. Vergleichen wir die durch die 4-C-Dicarbonsauren

verursachten Zunahmen der CS mit den berechneten Werten sehen

wir deutlich, dass die ersteren regelmassig kleiner sind.

Gegen die katalytische Wirkung der 4-C-Dicarbonsauren spre-

chen femer die Resultate der Versuche.mit Herzmuskel, bei denen,

im Gegensatz zu den im Vorhergehenden erlauterten, die Brenz-

traubensaure in steigenden Mengen zugesetzt wurde. Hier konnte

man narahch (Tabelle Nr. 35) mit noch grosserer Berechtigung an-

nehmen, dass die Brenztraubensaure ihrerseits die Bildung von

CS aus Fumarsaure oder Apfelsaure katalytisch beschleunige.

Berechnet man ebenso wie oben die der Brenztraubensaure ent-

sprechenden CS-Werte, kommt man auch hier zur selben Schluss-

folgerung. Die Hauptsache ist, dass mehr CS gebildet wird als

vde Brenztraubensaure zugesetzt wurde, d. h. mit anderen Worten,
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TabeUe Nr. 35.

Aerobe CS-Bildtmg bei Kombination konstanter Substratquantitaten (mllOO)

mil wachsenden Brenztraubensauremengen. CS in mg {Probe mil Subsirat

allein, von den M'erlen abgezogen).

Zugesetzte Brenztraubensauremenge

Gewebe Substrat in mg

0.5 1.0 3.0 5.0 10.0

Herzmuskel Fumarsaure 1.68 2.16 5.26

1-Apfelsaure 1.84 2.96 5.44 6.00

» Oxalessigsaure 0.88 1.36 4.48 —
Nieren Fumarsaure 0 0.15 0.75 0.83 —

» 1-Apfelsaure 0 0.28 0.86 1.20

dass auch die Apfelsaure an dem Vorgang als Baustoff der CS
beteiligt sein muss.

0.5 mg Brenztraubensaure 1.10 mg CS
1.0 p p 2.20 » »

3.0 p » 6.60 p p

5.0 p p 11.00 p p

10.0 p p 22.00 p p

Im Nierengewebe ruft der Zusatz von BrenztraubensSure bei

weitem nicht eine so grosse Zunahme der CS-Bildung hervor. Es
handelt sich bier um dieselbe Erscheinung, die bei den Versuchen

beobachtet wurde, bei welchen die Molekiilsumme konstant gehal-

ten und das Verhaltnis z^^ischen den kombinierten Substraten

variiert wairde. Der Herzmuskel braucht viel 4-C-Dicarbonsauren

und die Nieren viederum viel Brenztraubensaure zur grbsst mog-
lichen CS-Bildung. Vielleicht kann dieses unterschiedliche Verhalten

durch verschiedene Abbauwege der Sauren in den Geweben oder durch

sonstige verschiedene Umsatzvorgange derselben erklart werden.

Nachdem geklart war, bei welchen Bedingungen und in welchem

Verhaltnis die Sauren zugesetzt werden mussten zur Erreichung

eines moglichst guten Bildungseffekts, schien es von Interesse fest-

zustellen, wieviel CS die besten Gewebe in Gegenwart geniigen-

der Substratmengen bilden konnen. Da aber auch konstatiert

Worden war, dass verhaltnismassig kleine Mengen eine verhaltnis-

massig grossere Ausbeute geben, wurden die Versuche in Serien

angestellt, wobei die betreffenden Sauren in einem bestimmten

Verhaltnis in steigenden Mengen zugesetzt wurden. Im Gegensatz

zu den friiheren Versuchen wurde ferner wahrend der ganzen Ver-

suchsdauer Sauerstoff durch die Suspension geleitet (Tabelle 36).
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TabeUe

Optimale CS-Bildung bei KombinationsDersuchen von

Gewebe Substrat
m-Brenztr.:

m-Substrat

Summe der zugesetzten

50 10.0 20.0

g IP II I II

Herzmuskel .

.

Oxalessigsaure 1:4 H 3.5 17

> . • 1-ApfeIsaure 2:3 — 10.9 54

»

*

>

»

2:3

2:3

— H H — 9
Nieren ......

>

»

2:3

4:

1

1.6
M M 9.8

» » 4:

1

— — 5.2 52 9.8 49

» ........ » 4:

1

— — — — —
^ Gebildete CS in mg.

* Gebildete CS in % der zugesetzten Sauren.

Bei Durchsicht der Ergebnisse ist festzustellen, dass die CS-

Bildung bei zunehmender Substratmenge bis zu einer gewssen

Grenze ansteigt, wonach die Ausbeute wieder anfangt kleiner

zu warden bis die Bildung zuletzt vollkommen aufhort. Die grosste

prozentuelle Ausbeute im Herzmuskel aus Apfelsaure und Brenz-

traubensaure belauft sich auf 69 %. Die hochste von der-

selben Gewebsmenge gebildete Quantitat war 166.3 mg. Beriick-

sichtigt man, dass bei den Versuchen 20 g Gewebsbrei und 50 cm®

Pufferlosung verwendet wurden, so hat der Herzmuskel eine

0.225 % CS-L6sung gebildet oder mit anderen Worten kann 1 g

Gewebe 0.0084 g CS synthetisieren, d. h. 0.84 % seines Gewichts.

Schon vorher wurde gezeigt, dass im gekochten Gewebe keine

CS gebildet wird. Die hier beschriebenen Versuche miissen auch

die letzten Zweifel dariiber, ob die CS-Bildung eine enzymatische

Reaktion ist, zerstreuen, denn die Bildung nimmt nur so lange

zu, als die Vorlaufer nicht fiber eine bestimmte Giftgrenze hinaus

zugegen sind. Wfirde es sich nur um eine rein chemische Reaktion

handein, nahme die CS-Bildung nicht ab sondern wfirde im

Gegenteil andauernd zunehmen.

Femer bestatigen diese Versuche die Teilnahme beider Sauren

an der CS-Synthese. Vergleichen wir namlich z. B, die vom Herz-

muskel gebildete CS-Menge mit der, die theoretisch aus Brenz-

traubensaure entstehen konnte, falls diese vollkommen zu CS



UNTERSUCHUNGEN UBER DIE BILDUNG UND DEN ABBAU USW. 89

Nr. 36.

BrenzlraubensSure mil OxalessigsSure und l-Apfels&ure.

Sauren in mg

40.0 80.0 160.0 320.0 640.0 960.0 1280.0D IID II I 'I I II I II I II I II

7.8 19 19.0n 28.8 18 58.4 18 112.0 HH 2.5

23.5 60 40.0 Kni 72.0 45 110.0 34 151.0 BH 3.1 0.3

27.6 69 47.5 59 61.8 39 82.8 26 95.0m 91.3 9 2.5 0.2

26.4 66 46.1 58 62.7 40 133.0 42 135.4 21 BB — —
20.7 52 40.4 50 54.2 34 96.9 30 166.3 26 9HB —
13.7 36 17.9 22 24.0 15 26.4 8 — — BB —
15.6 39 — — — — — — — — BB —
— — 10.9 14 19.7 12 29.5 9 52.7 8.5 51.3 6 — —

umgesetzt wrde bei einbar katalytischer Wirkung der Apfelsaure,

so kommen wir zu folgendem, den friiheren Versuchen entsprechen-

dem Resultat:

Zugesetzte Gebildete CS
Brenztraubensanre (Vgl. TabeUe Nr. 36)

14.4 mg 23.5 27.6 26.4 20.7 mg
28.8 0 40.0 47.5 46.1 40.4

57.6 i> 72.0 61.8 62.7 54.2

115.2 » 110.0 82.8 133.0 96.0

330.4 » 151.0 95.0 135.4 166.3

Bei Zusatz von Brenztraubensaure in steigender Menge wird

also mehr CS gebildet als wie der zugesetzten Menge entspricht.

Der Unterschied muss daher durch Apfelsaure bedingt sein. In

bezug auf die Apfelsaure kann man genau dasselbe nachweisen und
zwaram besten mit in Nierengewebevorgenommenen Versuchsserien.
Um eine Vergiftung der CS abbauenden Enzyme kann es sich

meines Erachtens auch nicht handeln, denn es lasst sich kaum
erklaren, woher das Gewebe die Baustoffe fiir eine so starke CS-

Bildung bekame.

Die zuletzt besprochenen Versuche wurden insofem abweichend
von den friiheren ausgefiihrt, als durch die Gewebesuspension

andauemd Sauerstoff geleitet wurde, welches Vorgehen schon
bei den orientierenden Versuchen eine weitere Zunahme der CS-
Bildung bevirkte. Tabelle Nr. 37 zeigt, dass dies tatsachlich der
Fall ist. In diesen mit Herzmuskel vorgenommenen Versuchs-
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TabeUe Nr. 37.

Die Wirkung der Sauerslofjeinleitung auf CS-Auf~und Abbau im HerzmuskeU
CS in mg.

Substrat Oj-Einleitung

Bebrfltungszeit in Min.

0 15 30 45 75 135

75 mg l-Apfel- +
50 mg Brenztrau-

bensaure 15 Min 0 24.8 27.5 29.8 28.8 24.4

> wahrend der ganzen

Versuchsdauer 0 28.0 38.0 39.2 38.6 38.0

50 mg CS 15 Minf 50.0 39.8B 34.5 28.0 20.0

% wahrend der ganzen

Versuchsdauer .... 50.0 39.81 32.0 26.0 17.0

serien wurde die in der Zeiteinheit geschehende CS-Bildung, ebenso

wie der Abbau derselben verfolgt. Bei beiden Vorgangen ist die

Enzymaktivitat grosser in Gegenwart von Sauerstoff, wenn auch

beim Abbau der Unterschied nicht so gross ist. Vergleichen wir

die in den Kombinationsversuchen in den aufeinander folgenden

Zeiteinheiten gebildete CS mit den friiheren Versuchen mit ein-

zelnen Sauren (vgl. Seite41) ist augenscheinlich, dass bei den ersteren

nach 30 Minuten nicht eine so jahe Abnahme der CS eintritt, die bei

den friiheren Versuchen durch ie Wirkung der abbauenden Enzyme
erklart wurde. Es ist ohne weiteres klar, dass die abbauenden Enzyme

auch jetzt vorhanden sind, aber es sind auch beide zur Synthese

notwendigen Sauren in geniigender Menge fiir eine fortgesetzte

CS-Bildung zugegen, wahrend in den friiheren Versuchen die CS-

Abnahme wahrscheinlich sofort dann einsetzte, wenn das Gewebe

nicht mehr die zweite zur Synthese notwendige Komponente mo-

bilisieren konnte.

3. Die Wirkung der Gifte bei den Kombinations-
versuchen.

Ebenso wie die friiheren Vergiftungsversuche wurden auch

diese mit Nierengewebe vorgenommen. AIs Substrat wurde nur

Apfelsaure und Brenztraubensaure verwendet, da die Wirkung

der Gifte, was die verschiedenen 4-C-Dicarbonsauren anbetrifft,

keine grosseren Unterschiede aufwies. Femer wurden die Gifte

in Mengen zugesetzt, die sich bei den friiheren Versuchen als effek-

tiv erwiesen hatten.
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Tabelle Nr. 38.

Der Einfluss von Gewebsgiflen auf die aerobe CS-Bildung im Herzmuskel bei

Kombination von Brenziraubens&ure (mIlOO) mil l-Apfelsdure {mjlOO).

Gift Zugesetzte

Giftmenge

G e b i

Ohne Gift

1 d e t e

Mit

CS

Gift

in mg
(= 100 %)

in mg in %

Na-arsenit J in/500 0 0

* ........ » EH 0 0

» . > 15.0 0 0

Na-cyanid ni/500 10.7 5.1 48

* » 15.0 5.3 35

Na-fluorid 10.7 8.8 84

» . 10.7 10.7 100

Toluol 10 cm* 13.2 5.7 43

> , , » 10.7 4.1 38

» » 15.0 5.0 33

Na-malonat ni/50 13.2 13.8 105

» m/100 10.5 8.7 83

» > 10.7 10.7 100

% ’ 15.0 15.6 103

Ebenso Awe bei den Versuchen mit einzelnen Sauren hemmt die

Arsenigsaure die CS-Bildung auch bei den Kombinationsver-

suchen (Tabelle Nr. 38). Auch Cyanid und Toluol wirken hin-

dernd, wenn auch nicht so stark wie die Arsenigsaure. Fluorid

hat dagegen fast keine Wirkung.

Am intressantesten waren die Versuche mit Malonsaure, welche,

wie fruher dargelegt wurde, die CS-Bildung bei Zusatz von

Brenztraubensaure hemmt, die Bildung aus 4-C-Dicarbonsauren

dagegen eher beschleunigt. Bei Zusatz von Malonsaure zu den

Kombinationsversuchen war kein deutlicher Unterschied in der

CS-Bildung in der einen oder anderen Richtung festzustellen.

Banga (1936) erklarte, dass die Malonsaure die Funktion des

Atmungssystems bremse, indem sie die Umsetzung der Bernstein-

saure zu Fumarsaure hemme; wenn von der letzteren zu dem
Atmungssystem hinzugesetzt wiirde, wiirde die Atmung gleichsam

konserviert. Bei meinen Versuchen kann es sich aber nicht nur

um eine Vergiftung des erwahnten Systems handeln, sondern muss
eine Hemmung der CS-Bildung aus Brenztraubensaure bei Reak-
tion derselben mit 4-C-Dicarbonsauren vorliegen, unabhangig da-

von, ob der Prozess mit der Gewebsatmung verkniipft ist oder nicht.
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Zusammenfassung: In alien untersuchten Geweben wird aus

Brenztraubensaure zusammen mit 4-C-Dicarbonsauren mehr CS
gebildet als aus beiden Sauren getrennt. Abgesehen von einigen

Ausnahmen nimmt die CS-Bildung mit dem Oxydationsgrad der

4-C-Dicarbonsauren zu, jedoch so, dass die Fumarsaure, 1-ApfeI-

saure und Oxalessigsaure zuletzt eine fast ebenso grosse Synthese

bewirken. Eine Ausnahme bildet die 1-Apfelsaure im Herzmuskel,

aus ihr "wird viel mehr CS gebildet als aus den anderen. Auf Grund
der angestellten Versuche kann man die Gewebe in bezug auf

ihre Fahigkeit CS zu bilden in folgende Reihenfolge ordnen:

Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskel, Nebennieren, Testis, Gehirn,

Thymus, Lungen, Leber, Milz und Schilddriise und Blut, in wel-

chen beiden letzteren iiberhaupt keine CS entsteht,

Beim Vergleich der Versuche nach Zusatz verschieden gros-

ser Sauremengen miteinander kommt man zu dem Ergebnis, dass

es sich weder um die katalytische Wirkung der d-C-Dicarbonsauren

noch der Brenztraubensaure handeln kann, sondern, dass die Sauren

tatsachlich zusammen reagieren miissen. Bei giinstigen Bedin-

gungen wird namlich mehr CS gebildet als wie von dem einen Sub-

strat zu der Suspension hinzugegeben wurde.

Die grdsste CS-Menge, die das in dieser Hinsicht beste Gewebe,

der Herzmuskel bei optimalen Bedingungen bilden kann, war

in meinen Versuchen 0.84 % des Gewichts oder eine 0.225 %
Losung.

Die Gifte wirken in den Kombinationsversuchen genau wie in

den Versuchen mit einer Saure allein., — Die 1-Apfelsaure hebt

die hemmende Wirkung der Malonsaure auf die CS-Bildung aus

Brenztraubensaure auf.

c. fi-OxyhulteTsaure und 4-C-Dicarbonsduren.

Bei den orientierenden Versuchen mit Nierengewebe gab die

B-Oxybuttersaure viel schlechtere Resultate als die Brenztrauben-

saure. In Tabelle Nr. 39 a—f sind die entsprechenden Ergebnisse

fiir Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskel, Gehim, Testis und Neben-

nieren zusammengestellt.

Am deutlichsten ist die CS-Bildung ausser im Nierengewebe in

Herz- und Skelettmuskel, in welchen beiden Geweben nach Zusatz

von nur /?-Oxybuttersaure gar keine Synthese stattfand. Auch die

Nebennieren gaben einigermassen positive Werte, dagegen waren

die Versuche mit Gehirn und Testis ganz oder so gut wie nega-

tiv, abgesehen von den Kombinationsversuchen mit Oxalessigsaure.

Was die verschiedenen Sauren anbetrifft, wachst die CS-Bildung



UNTERSUCHUNGEN UBER DIE BILDUNG UND DEN ABBAU USW. 93

TabeUe Nr. 39.

Aerobe CS-Bildung bei Kombinaiion verschiedener Substrate (ml100) mit

P-Oxybuttersaure (mjlOO).

a) Herzmuskel.

Bei Zusalz von /3-Oxj'buttersaure allein 0.04 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Bcrechnetc
Summe in mg in%

a-Ketoglutarsaure .

.

5.96 7.48

Bcrnsteinsiiure 0.82 1.76

Fumarsaure 1.88 1.92 3.56 1.64 86

1-Apfelsaure 2.20 2.24 4.20 1.96 87

Oxalessigsaure .... 1.96 2.00 1.80 —0.20 —10
d,l-Asparaginsaure .

.

0.40 0.44 1.20 0.76 173

b) Nieren.

Bei Zusatz von ^-Oxybuttersaure allein 0.60 mg CS,

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Bcrcchncte
Summe in mg in %

a-Ketoglutarsaure .

.

3.10 3.70 5.10 1.40

Bernsteinsaure .... 0.20 0.80 1.60 0.80

Fumarsaure 1.30 1.90 3.80 1.90

1-Apfelsaurc 1.50 2.10 4.40 2.30 110

Oxalessigsaure .... 3.00 3.60 9.98 6.38 177

d,l-Asparaginsaure .

.

1.34 1.94 1.70 —0.24 —12

c) Skelettmuskel.

Bei Zusatz von /5-Oxybuttersfiurc allein 0 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat

allein

Berechnete
Summe in mg in%

a-Ketoglutarsaure .

.

9.36 9.36 8.32 —1.04 —11
Bernsteinsaure 1.40 1.40 2.48 1.08 77

Fumarsaure 3.36 3.36 5.76 2.40 71

1-Apfelsaure 4.16 4.16 7.44 3.28 79

Oxalessigsaure 6.00 6.00 8.00 2.00 33

d,l-Asparaginsaure .

.

— — — — —
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d) Gehirn.

Bei Zusatz von /S-Oxybuttersaure allein 0.64 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Berechnete
Summe

Kombinations-
versuch

in mg in %

a-Ketoglutarsaure .

.

0.28 0.76 —0.16 —17
Bernsteinsaure 0.38 0.80 —0.22 —22
Fumarsaure 0.80 1.44 1.20 —0.24 —19
1-Apfelsaure 1.08 1.72 1.38 —7.34 —20
Oxalessigsaure 3.72 4.36 0.96 2.30 53

d,l-Asparaginsaure .

.

0.62 1.26 0.68 —0.58 —46

e) Tesiis.

Bei Zusatz von /5-Oxybuttersaure allein 0.52 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg Zunahme

Substrat
allein

Berechnete
Summe

Kombinations-
versuch

in mg in %

a-Ketoglutarsaure .

.

2.40 2.92 2.92 0

Bernsteinsaure .... 1.56 1.40 O1
Fumarsaure 2.04 2.64 2.32 — 7

1-Apfelsaure 2.12 2.64 3.52 33

Oxalessigsaure .... 4.00 4.52 5.52 22

d,l-Asparaginsaure .

.

— — — —

f) Nebennieren.

Bei Zusatz von /3-Oxybuttersaure allein 0.10 mg CS.

Substrat

Gebildete CS in mg

Substrat
allein

Berechnete
Summe

Kombinations-
versuch

Zunahme

in mg in %

a-Ketoglutarsaure

Bernsteinsaure .

.

Fumarsaure . . .

.

1-Apfelsaure

Oxalessigsaure .

.

d.l-Asparaginsaure
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wiederum mit dem Oxydationsgrad der 4-C-Dicarbonsauren, je-

doch auch hier verhalt sich das Herzmuskelgewebe abweichend

von den anderen, indem die Oxalessigsaure darin schwacher wirkt

als die Apfelsaure und Fumarsaure. Die Ergebnisse entsprechen

also vollkommen den Versuchen mit Brenztraubensaure.

Berucksiclitigt man einerseits das Verhalten der Brenztrauben-

saure andererseits das der y5-Oxybuttersaure sowohl bei alleiniger

Verw^endung als auch bei Kombination mit 4-C-Dicarbonsauren

nach Vergiftung mit Malonsaure (Tabelle Nr. 40), scheint es sehr

wahrscheinlich, dass die CS-Synthese in beiden Fallen denselben

Weg verlauft. Da aus Brenztraubensaure in alien Versuchen viel

mehr CS entsteht, ist anzunehmen, dass die /?-Oxybuttersaure zuerst

zu Brenztraubensaure umgesetzt wird.

Tabelle Nr. 40.

Die Wirkung von Malonsaure (Na) auf die aerobe CS-Bildung im Nierengewebe

bei Kombinalion von fl-Oxybullers&ure {mIlOO) mil l-Apjels&are {mllOO).

Zugesetzte
Malonsauremenge

Gebildete CS

Ohne Malonsaure
in mg (= 100 %)

Mit Ma

in mg

loiisaure

in %

m/50 5.48 4.98 91

* 6.40 6.40 100

» 6.00 5.90 98

m/100 4.42 4.84 109

» 7.54 7.85 103

t 6.00 6.10 102

Dass der Anteil der 4-C-Dicarbonsauren bei der CS-Synthese
nach Zugabe von D-Oxybuttersaure nicht nur katalytisch sein

kann, beweisen die in Tabelle Nr. 41 mit Nierengewebe vorgenom-
menen Versuche, in welchen die Sauren in verschiedenen Verhalt-

nissen zugesetzt warden. Zur Erhaltung einer mdglichst grossen

CS-Ausbeute bedarf es verhaltnismassig grosser Mengen beider

Substrate; dies besonders bei Kombination mit Apfelsaure als 4-C-

Dicarbonsaure. Bei einem katalytischen Vorgang miisste jedoch,

wie bereits erwahnt, eine ganz kleine Quantitat derselben aus-

reichen.

Zusammenfassung: Bei Zusatz von /?-Oxybuttersaure kombi-
niert mit 4-C-Dicarbonsauren entsteht in Nieren, Herzmuskel,
Skelettmuskel und Nebennieren deutlich mehr CS als aus jeder
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TabeUe Nr. 41.

Aerobe CS-Bildung im Nierengewebe bei Kombinaiion von ^-Oxgbutlersaure

mil Substraien in verschiedenen Mengenverh&llnissen. CS in mg.

Substrat

m-^-Oxybuttersaure: m-Substrat
(Summe m/lOO)

5:0 4:1 wMg 0:5

Fumarsaure 2.2 3.4 3.0 2.8 0.6

f 1.0 2.3 1.9 1.8 0.6

l-Apfelsaure 0.5 1.3 1.5 3.1 3.9 0.6

> 1.0 1.7 1.9 2.3 2.5 0.6

Oxalessigsaure 0.5 2.8 3.8 4.6 4.6 2.0

Saure getrennt. In Testis und Gehirn kommt dieser Effekt nicht so

deutlich zum Vorschein. Bei Kombination der 4-C-Dicarbonsauren

mit )3-Oxybuttersaure in verschiedenen Verhaltnissen, aber kon-

stanter m-Summe der Substrate, erhalt man die hochsten CS-Werte

fur die einzelnen Sauren bei ganz verschiedenen Mengenverh&lt-

nissen. Malonsaure hemmt nicht die CS-Bildung, vde es der Fall

war bei Versuchen mit jeder der Sauren allein.

d. Essigsdure und 4-C-Dicarbonsduren.

Die dritte Kombinationsmoglichkeit bestand zwischen der

Essigsaure und 4-C-Dicarbonsauren, wenn man die positiven Er-

gebnisse mit Milchsaure als iiber Brenztraubensaure verlaufend

hier weglasst. Essigsaure allein erwies sich in meinen Yersuchen

im Gegensatz zur Brenztraubensaure und /5-Oxybuttersaure nicht

als CS-Bildner.

TabeUe Nr. 42.

Aerobe CS-Bildung bei Kombination von Essigs&ure mil OxalessigsSure in

verschiedenen MengenverhOlinissen. CS in mg.

Gewebe

m-Essigsaure: m-Oxalessigsaure

(Summe m/50)

5:0m m 0:5

Herzmuskel 0 1.2 2.2 2.7 3.8 3.5

Nieren 0 1.6 2.0 2.8 3.0 3.6

Skelettmuskel 0 1.6 1.8 2.4 2.7 2.9

Gehirn 0 0.8 1.4 1.9 213 3.0

Testis 0 2.0 3.2 4.4 4.9 5.2
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Schon frulier wurden in einer vorlaufigen Mitteilung Resul-

tatc meiner Untersuchungen (Hallman, 1939) mitgeteilt, welche auf

eine Vergrosserung der CS-Bildung bei Zusatz von 4-C-Dicarbon-

sauren dutch Essigsiiure schliesscn liessen. Tabelle Nr. 42 zeigt jedoch,

dass ausser diesen VersuchenmitHerzmuskelkeinepositiven Resul-

tate erhalten wurden. Audi von neuem vorgenommenen Versuchs-

serien mit Herzmuskel fuhrten zu demselben Resultat, jedoch war

die CS-Ausbeute nie auch nur annahernd mit der bei Versuchen

mit Brenztraubensaure und )5-Oxybuttersaure erhaltenen zu

vergleichen.

Zusammcnfassung: Bei Kombinationsvcrsuchen mit Essigsaure

und 4-C-Dicarbonsaurcn erlialt man in alien Geweben mit Aus-

nahme des Hcrzmuskds ebenso grosse Werte wie mit den 4-C-

Dicarbonsauren allein. Auch im Herzmuskel ist die Zunahme der

CS-Bildung bei Kombinationsvcrsuchen ziemlich gering im Ver-

gleich zu den Versuchen mit Brenztraubensaure und /?-Oxybutter-

saure.

4. VergleichBversnche mit der enzymchemischen Citronen-
Bflnrebestlmmungsmetliode von Thunbero.

Im Zusammenhang mit der Methodik wurde schon iiber Ver-

suche bcrichtct, die zeigten, dass die mit der Pentabromaceton-

reaktion erhaltenen Ergebnisse nicht dutch die bei den synthe-

tischen Versuchen zugesetzten Substrat-Sauren bedingt werden.

Ein eventuellcr Fehlcr, dor dutch die Reaktion einiger Verbin-

dungen bei der CS-Bestimmung hatte entslehen konnen, wurde

dutch Vornahme von Parallelvcrsuchen ausgeschaltet. Ebenso

wurde die Mdglichkcit, dass das Gewebe als solches irgendvie kata-

lji:isch eine CS-Bildung bewirkt, wiederlegt.

Die einzigste Fehlcrqucllc ware demnach, wenn die Pentabrom-

acetonmethode nicht spczifisch genug fiir CS sei. Die nachsten

Abbauprodukte der CS, die cis-Aconitsaure und die iso-Citronen-

saure geben nicht die Pentabromacetonreaktion, wie schon im
Zusammenhang mit der Methodik ervvahnt wurde. Falls die CS-

Reaktion nicht spczifisch ware, miisste es sich also um einebisher

wohl unbekannte Verbindung handeln. Die enzymchemische
TnuNBERG-Methodik, die ja bekanntlich sehr viel zu CS-Bestim-

mungen verwendet warden ist, obgleich dabei auch die iso-CS be-

stimmt wird, durfte grossere Sicherheit geben als die Pentabrom-
acetonreaktion allein, dass es sich tatsachlich um CS handelt.

Jedenfalls kommt bei dieser Methode keine dem Organismus vollig

fremde Verbindung in Frage.

7
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In meiner Absicht lag es nicht mit diesen beiden Methoden in

Gewebesuspensionen vollig ubereinstimmende Werte zu ermitteln.

Die Bestimmungen "wurden auf moglichst einfache Art direkt aus

den Suspensionen ausgefiihrt. Die Hauptsache war es mir mit der

TnuNBERG-Methodik nachzuweisen, dass tatsachlich eine CS-Bildung

stattfindet.

In diesem Zusammenhange ist es nicht am Platze die Ausfiihrung der

CS-Bestimmung nach Thunberg naher zu erlautern (vgl. Thunberg

1933). — Die Berechnung Avurde dutch Vergleich mit der Standartkurve

nach Thunberg bewerkstelligt.

Die Versuche 'WTirden auf gewohniiche Art ausgefiihrt, jedoch wurde

der Abbruch des Versuchs nach geniigend langer Bebriitungsdauer und

gleichzeitig die Ausfallung der Biweisskorper dutch 15 Minuten langes

Kochen der Suspensionen bewirkt. Dieses Vorgehen war deswegen not-

.wendig, da der Zusatz von Trichloressigsaure die Ausfiihrung der enzy-

matischen Bestimmung aus dem Filtrat unmoglich macht. Fiir die Penta-

bromacetonreaktion wurde dann aus einem Teil des Filtrats das Ehveiss
A

endgiiltig dutch Zusatz von Trichloressigsaure entfernt. Bin anderer Teil

des Filtrats wurde -wiederum direkt zur Thunbergbestimmung verwendet,

Zu diesen Kontrollversuchen warden solche Gewebe gewahlt, in denen

die CS-Bildung relativ stark ist, wie z. B. Herzmuskel und Nieren. Auch

Avurden als Baustoffe der CS nur besonders geeignete Substrate genommen.

Ausser Versuchen mit l-ApfelsSure, Brenztraubensaure und a-Ketoglutar-

saure wurde die CS-Bildung nach Zusatz von ^J-Oxybuttersaure mit beson-

derem Interesse verfolgt, da das Verhalten dieser Saure bei der Penla-

bromacetonmethode etwas unsicher erschien.

Zur Auschaltung aller moglichen Fehler ^vu^de die Standartkurve,

welche dutch Venvendung bekannter CS-L6sungen erhalten wurde, auf-

gestellt, indem jedesmal ausser der CS die betreffenden Sauren zugesetzt

warden. Fernet wurde die 0-Probe nach Zusatz der betreffenden Sauren und

auch der CS, aber erst nach Ausfallung des Eiweiss, mit einer entsprechen-

den Standartkurve verglichen. Auf diese Art wird die eventuelle Wirkung

der Spontandonatoren der Suspension, ebenso wie die der vemendeten

Sauren, ausgeschaltet.—DutchVergleich der erhaltenen Standartkurve und

der Kurve des eigentlichen synthetischen Versuchs mit derjenigen der CS-

Wasserlosung erhalt man ein Bild iiber die tatsachliche Zunahme der CS

durch Bildung bei Zusatz der Vorlaufer. — Abb. Nr. 14—15 zeigen, dass

die erhaltenen Kurven ganz den ihnen zu stellenden Forderungen ent-

sprechen.

Abgesehen von einigen Ausnahmen geben die mit der Thunberg-
Methodik vorgenommenen Bestimmungen hohere Werte (Tabelle

Nr. 43). Schon die Wasserprobe (Nr. 1) zeigt dies. Vergleicht man
hiermit die Bestimmung aus derselben Suspension, in welcher

aber das Eiweiss zuerst durch Kochen koaguliert wurde (Nr. 2),
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Eildungsprobe

(Vcrdttnnung

1:25)

Bildungsprobc

(VcrdOnnung

1:25)

0
4-

^9
75}

10-38.—

259.5

yjcm^

12.42—10,00=2.42—60.5

y/cm^

X

0-Probc

(Verddnnung

1:25)

X

X

O-Probe

(VcrdUnnung

1:25)

o'.4:

IiIts}

12.04—10.00=2.04—51.0

y/cnP

11.71—10.00=1.71—42.75

y/cm^
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TabeUe Nr. 43.

Aerobe CS-Bildung bei Parallel-Bestinunungen mil der Thunberg-Melhodik. CS in mg.

Thunberg-
Methodik

Pentabrom-
aceton-Afethode

Nr. Gewebe Substrat

0-Probe

Bildungs-

probe

•

GcbildeteCS
0-Probc

Bildungs-

probe GcbildeteCS

Unter-

schied

1 Herzmuskel 1-Apfelsaure (m/lOO) +
Brenztraubens. (m/100)

(gekochtes Gewebe)

3.G8 3.43 —0.25 0.05 0.05 0 —0.25

2 > 1-Apfelsaure (m/200) +
Brenztraubens. (m/200)

2.79 14.25 11.46 0.75 9.96 9.21 2.25

3 1 2.80 14.19 11.39 0.75 9.96 9.21 2.18

4 > a-Ketoglutarsaure (m/50) 2.72 7.23 4.51 0.51 2.94 2.43 2.08

5 » l-Apfelsaure (m/200) +
Brenztraubens. (m/200)

1.93 8.82 6.89 0.48 6.12 5.64 1.25

G » a-Ketoglutarsaure (m/100) 1.86 5,85 3.99 0.51 4.38 3.87 0.12

7 » 1-Apfelsaure (m/200) -1-

Brenztraubens. (m/200)

1.66 14.81 13.15 0.65 11.40 10.75 2.45

8 » a-Ketoglutarsaure(m/200) 6.21 24.71 18.50 0.65 15.36 14.79 3.71

9 l-Apfelsaure (m/200) +
Brenztraubens. (m/10‘0)

5.49 9.61 4.11 0.65 4.42 3.77 0.34

10 Nierengewebe Fumarsaure (m/200) +
Brenztraubens. (m/200)

1.82 8.17 6.35 0.24 6.12 5.88 0.47

11 * 1.78 7.88 6.10 0.24 6.12 5.88 2.00

12 » > 0.48 8.89 8.41 0.68 8.40 7.71 0.70

13 f l-Apfelsaure (m/1000) -1-

Brenztraubens. (m/250)

0.82 8.06 7.24 0.81 7.68 6.87 0.37

14 » ^-Oxj'buttersaure (m/100) 2.35 3.32 0.97 0.62 1.80 1.18 —0.21

15 > ^-0xybuttersaure(m/1000)

-l-l-Apfelsaure (m/250)

2.00 4.42 2.42 0.75 3.24 2.49 —0.07

IG » * 1.89 3.33 1.54 1.62 2.67 1.05 0.49
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ist festzustellen, dass die Apfelsaure und Brenztraubensaure,
\\-enigstens in den verwendeten Konzentrationen, nicht storend
auf die CS-Werte ^^irken. Zweitens geht aus dieser Probe hervor,
dass im gekochten Gewebe keine CS-Bildung stattfindet. Der
selbe Umstand wurde auch friiher schon mit anderer Methodik
festgestellt

In alien untersuchten Fallen findet man dieselbe CS-Zunahme
in den Suspensionen wie auch mit der Pentabromacetonmethode.
Der Umstand, dass die Werte ermittelt mit der THUNBERC-Methode
grosser sind, durXte wenigstens teilweise dadurch zu erklaren zu
sein, dass ausser der CS auch die iso-CS bestimmt wird. Das Ver-

haltnis dieser beidcn Sauren schwankt ja nach den Angaben der

verschiedenen Forscher etwas, iso-CS soil 10—16 % der CS aus-

machen. Dancben durften aber auch die moglichen Spontan-

donatoren storend darken bei der enzymatischen Bestimmung.
Unter den Ergebnissen ist besonders die Steigerung der CS-

Werte durch /?-Oxybuttersaure hervorzuheben. Die Stellung

dieser Saurc als CS-Bildner konnte also auch bei Verwendung der

TnuNBERG-Methodik bestatigt werden.

Zusammenfassang: Mit der enzymchemischen Methode von

Thunberg erhalt man entsprechende Resultate liber die CS-Bildung

nach Zusatz von den Sauren, welche sich schon vorher bei Bestim-

mungen mit der Pentabromacetonmethode als CS-Bildner enviesen

batten.

B. Der Citronensatireabbau in Gewebesuspensionen.

Obwohl bekannt war, dass die CS abbauenden Enzyme auch

im Tierkbrper allgemein reichlich vorkommen, war zu Beginn dieser

Arbeit keine einzige systematische Untersuchung ausgefuhrt war-

den, in der durch Verfolgen des Verschwindens der CS die Fahig-

keit der Gewebesuspension die Saure zu eliminieren festgestellt

worden ware. Letztes Jahr habcn Adler, v. Euler, Gunther und

PLASS (1939) bei Methylenblauversuchen mit Geweben vom

Schwein die iso-CS-Dehydrogenase untersucht und Johnson (1939)

wiederum bei Bestimmung der iso-CS bei Ratten die Aconitase.

Endlich hat Breusch (1939), genail wie ich bei meinen mit

Geweben vom Rind vorgenommenen Versuchen, durch Bestim-

mung der unzersetzt verbliebenen CS bei Ratten und Meer-

schweinchen die Wirkung dieser beiden Enzyme untersucht. Er

basierte seine Versuche in Organsuspensionen auf das herrschende

Gleichgewdcht ZAvischen iso-CS und CS, welches nach Martius
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(1938) 1: 10 sein soli, wahrend Johnson (1939) behauptet, dass die

iso-CS ganze 16 % ausmache.

Vom Standpunkte der CS-Bildung aus war es auf jeden Fall

intressant zu untersuchen, in wiefem das Gewebe vom Rind unter

entsprechenden Bedingungen im stande sei die CS abzubauen,

ist doch schon wiederholt festgestellt worden, dass eine derartige

Zersetzung regelmassig neben der Bildung stattfindet. Ferner

war es, vorausgesetzt dass die Trennung dieser beiden Systeme

von einander gelange, von Bedeutung festzustellen wie die Gewebs-

gifte den CS-Abbau beeinflussen.

z. Aconitase and iso-Citronen8S.nre-Dehydrogena8e.

Breusch (1939) beobachtete bei seinen Versuchen den volligen

Abbau der CS in alien untersuchten Geweben. So ist auch bei

meinen Versuchen der Fall gewesen (Tabelle Nr. 44), obgleich

Tabelle Nr. 44.

Aerober Abbau von CS in verschiedenen Geweben. Nach Zusatz von 100 mg
abgebaale Menge CS.

Gewebe
Nach 15 Min.
Oj-Einleitung

Nach BebrQtung in Min.

30 60 120 240

Leber 33 65 82 99

> 32 56 78 97

Herzmuskcl 22 32 41 62 89

> 22 32 45 59 80

Nieren 15 27 36 40 56

» 15 — 36 36 55

Skeletlmuskcl 16 25 28 32 42

> — — — — 47

Lunge 14 20 24 27 34

28

Gcbirn 10 15 20 26 33

* — — — — 28

Testis 10 15 20 23 27

» — — — — 25

SchilddrQsc 9 9 12 17 24

» — — — — 20

Nebennicren 3 13 13 18 22

» — — — 20

Milz 2 4 10 15. 16

» — — — 15

Thymus 2 4 7 13 14

* — —

*

— — 12
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sie unter fur die CS-Bildung optimalen Bedingungen vorgenom-
men xvurdcn. Die Reaktion, pH =8.0(1% Bicarbonatpuffer)
enlspricht jedoch ungefalir dem von Reichel und Neef (1935)
festgestellten Optimum fur die CS-Deh3*drase, ebenso die Be-
brutungs\v3rme von 37° C.

Nach 4-stundiger Bcbrutung ist der CS-Gehalt in alien Suspen-
sionen urn fiber 10 % gcsunken. Hierbei ist die Abnahme der Saure
in Leber und Herzmuskel schr viol starker als in den anderen Ge-
%veben, vie aus Abb. Nr. 16 deutlich heivorgeht. Die folgenden

in der Reihenfolge sind Nicren, Skelettmuskel, Lungen, Gehim,
Testis, Scbilddruse und Nebennieren. In Milz und Tlwmus jedoch

ist der CS-VcrIust unter 16 %, also unter der von Johnson (1939)

gcsctzlen Grenze zwischen CS und iso-CS. Rechnet man dagegen

nach dem von M.\nTius angegebenen Werte, entlialten alle Gewebe
sowolil Aconitase als aucli iso-CS-Dehj’drogenase.

Vcrfolgt man die CS-.\bnahme zeitlich (Abb. Nr. 16) so ist

zu bomerken, vie schneil diese Reaktion vor sich geht, denn

schon im Vcrlaufe der ersten halben Stunde verschvindet bereits

der grosste Toil der Saure. Scheinbar ist das Gewebe bestrebt so

schneil vie moglich eine .A.rt Gleichgewichtszustand herbeizu-

fuhren. Bcim Vcrgleich mit den sj'nthetischen Versuchen ist hier

akso cine gevisse Parallelitat feslzustellen, denn gerade bei kurzer

Bcbrulungszcit kam der Bildungseffekt am dcutlichsten zum Vor-

schein. Es ist daher auch offenbar, dass in den Geweben eine xiel

starkcre CS-Bildung geschieht als vie die sjmthetischen Versuche

zeigen.

Die Versuche wurden ausgefuhrt unter Zusalz von 100 mg CS zur

Gevebesuspension {20 g Gewebe -f 50 cm’ Nalriumbicarbonat). Die

CS-Beslimmungen wurden dann nach einer beslimmten Zeit vorgenom-

men, so dass der zeilliche Verlauf des CS-Verlustos festgestellt wurde.

Wegen der gcringen Grosse der Organe wurden von Nebennieren und

Schilddruse nur 10 g verwendet.

In Dbereinstimmung mit den von Johnson (1939) bei Ratten

erhaltenen Resultaten enthielt auch in meinen Versuchen das Blut

vom Rind keine die CS abbauenden Enzjmie. Die in Tabelle Nr.

45 zusammengestellten Versuche vairden teils mit frischem niclit

hamolysiertem, teils mit hamolj'siertem Blut ausgefuhrt. Auf

Grund der letzteren scheinen auch die roten Blutkorperchen so

gut vie garkeine abbauenden EnzjTne zu enthalten, denn nach der

Hamolyse mussten sie ja freiwerden und ihre Wirkung entfalten

konnen.
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o.
15 Min.

—^ Bebrfltungszeit

in Min.

Abb.

Aerober CS-Abbau in

1. Th5"mus.
2. Jlilz.

3. Nebennieren.
4. Thyreoidea.
5. Testis.

6. Gehim.

Nr. 16.

verschiedenen Geweben.

7. Lunge.
8. Skelettmuskel.

9. Nieren.

10- Herzmuskel.
11. Leber.

Die Bestimmungen mit frischem Blut \vurden vorgenommen, indent in

der Schiachterei unmittelbar nach dem Toten des Tieres das Blut in eine

Massflasche getan tvurde, in welcher bereits eine beslimmte Menge Citral

war. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde dann die Abnahme des CS-

Gehalts untersucht. — Die Hamolyse wurde durch Verdiinnung des Blules

mit dem gleichen Quantum Wasser und kraftiges Schiilteln bewirkt. Erst

hiernach t^-urde das Citrat hinzugefugt.
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Tabdle Nr. 45.

Versuchc uber das Vorkommcn CS abbauender Enzyme im Blut (Zusatz von
ca. 100 mg CS zu 20 err? Blut). CS in mg.

ZugefOgte
Mengc CS

AVicdergcfundenc CS nach BebrGtung
von

30 Min. 60 .Min. 120 Min. 240 Min.

Nichthaniolysicrtcs Blutm 110 108 108 110

t > IH 128 131 133 131

Hfimolysierlcs Blut.... 115 117 113 118 115

* » . . . , 131 133 133 134 132

Bei den anacroben Bildungsversuchen wurde, wie uns

erinnern, ausser von a-Ketoglutarsaure beinahe garnicht CS ge-

biJdet. Zum Vergleich wurde auch eine Reihe von Versuchen liber

den anaeroben Abbau der CS vorgenommen (Tabelle Nr. 46).

Tabcllc Nr. 46.

Anaerober CS-Abbau in verschiedenen Gciveben. Von 100 mg hinzugefiigfer CS
ivicdergefundcne Mengc in mg.

G e w c b c
N'ach 15-Min.

N.-Einleitung

Nach BebrQtung von

30 .Min. CO Min. 120 Min. 240 -Min.

Leber 54 58 70

Herzmuskel 18 30 — 52

Nicren — 24 — 36

Skclctlmuskcl — 19 — 30

Lunge — 15 — 25

Gehim 10 20 24 32

Testis — 13 19 22 28

Xebcnnicrcn — 13 — 19 —
Milz — 5 10 15 16

Die Ergebnisse entsprechen den aeroben Versuchen mit denselben

Geweben. Ein deutlicher Unterschied in Form von vermindertem

Abbau ist nur in Leber und Herzmuskel zu beobachten. In diesen

Fallen kann man eventuell annehmen, dass die in reichlichem

Masse gebildeten Zwischenprodukte, welche wohl nur aerob veiter

abgebaut werden, hemmend auf den CS-Abbau •vsdrken.
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2 . Der Einfluss der Gewebsgifte auf den Citronensftnreabbau.

Die Wirkung verschiedener Gifte auf den CS-Umsatz haben
schon fruher Battelli und Stern (1911) mittels Atmungsversuchen

untersucht, bei welchen der beschleunigende Effekt der CS auf die

Atmung gepriift wurde. Sie konstatierten, dass Arsenit die be-

schleunigte Atmung vdllig aufhebt, Fluorid wirkte dagegen in

ihren Versuchen eher in umgekehrter Richtung, Toluol hatte

garkeinen Einfluss. Langegker (1934) untersuchte den GS-Abbau
in Geweben vom Kaninchen und stellte hierbei fest, dass Toluol

keine Wirkung hatte und dass Cyanid -wiederum die Dehydrierung

verhinderte. Diese Versuche wurden mit Leber ausgefiihrt.

Zu meinen Versuchen mit Gewebe vom Rind wurde Leber ver-

wendet, weil diese, wie ich festgestellt habe, am meisten abbauende

Enzyme enthalt. Die Giftwirkung wurde gepriift indem zu einer

von zwei Parallelproben Gift hinzugefugt wurde. Die Versuche

geschahen in Gegenwart von Sauerstoff.

Arsenigsdure.

Tabelle Nr. 47 zeigt, dass nicht einmal sehr hohe Konzentrationen

Arsenigsaure (m/100) den Abbau hemmen, eher umgekehrt. Nach

Banga, Schneider und v. Szent-Gyorgyi (1931) hemmen schon

Mengen von m/1280 vollkommen die Gewebsatmung. Die CS-Bildung

wurde in meinen Versuchen in hohem Grade gehemmt durch Arsenit,

unabhangig davon welcher Baustoff als Substrat verwendet wurde.

Tabelle Nr. 47.

Die ^Yirku^g von Arsenigsaure (Na) auf den aeroben CS-Abbau im Lebergewebe.

Von 100 mg hinzugefitgier CS wiedergefundone Menge in mg.

BebrQtungszeit
Zug-esetztes Arsenit

0 m/1000 in/600 m/400 m/100

30 Min 36.4 35.7 33.2 32.3 31.5

60 » 28.0 27.0 26.3 23.2 23.2

120 . 16.7 16.6 16.0 15.6 16.1

Natriumcyanid,

Auf die CS-Synthese -wirkte, wie erwahnt, Cyanid viel schwii-

cher ein als Arsenit, jedoch war die Wirkung trotzdem deutlich.

Der CS-Abbau -wird dagegen beeinflusst im Gegensatz zu Arsenit

(vgl. Tabelle Nr. 48).
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Tabelle Nr. 48.

Die Wirkiing von NoCN auf den aerobcn CS-Abbau im Lebergewebe.
Von 100 mg hinztigc/iigler CS wicdcrgcfundone Menge in mg.

Bcbratungszcil
Ziigcsctztes NaCN

0 in/1000 m/500 m/250 m/100

30 .Min 27.2 37.8 39.1 43.6

GO 28.1 — 46.6

120 . 19.1 H9I 30.0 39.9

Notriiimlluorid.

Wie in den Versuchen von Battelli und Stern (1911) bei be-

schleunigtcr Gewcbsatmung so war aucli bier Natriumfluorid ohne

Einfluss auf den CS-Abbau in Lebergcwebesuspensionen, eher noch

wurde er ctwas beschleunigt. Ebenso war die Wirkung auf die

synlhetischen Enzyme ganz undeutlich.

Tabcllc Nr. 49.

Die V'irkung von Nap auf den aerobcn CS-Abbau im Lebergewebe.

Von 100 mg hinzugefilgter CS wiedergefundene Menge in mg.

BebrOtungszeiL

Zugesetztes NaF

0 m/100 m/50 m/25

30 Min 53.5 52.0 41.0 38.9

60 » 31.0 29.5 22.2 21.4

120 22.3 21.0 17.7 14.5

Toluol.

Im Gegensatz zu der stark hemmenden Wirkung bei den synthe-

tisclien Versuchen liatte der Toluol keinen Einfluss auf den CS-

Abbau, wie aus Tabelle Nr. 50 hervorgeht.

Malonsdure.

jMalonsaure, das spezifische Gift der Bernsteinsauredehydrase

(Quastel, 1926; Goszy und v. Szent-Gyorgyi, 1934), hemmtin ge-

wissem Grade auch den CS-Abbau in den Suspensionen (Tabelle

Nr. 51). Vielleicht kann dieser Umstand teilweise die Verstarkung

der CS-Bildung aus Oxalessigsaure, Apfelsaure, Fumarsaure nach

Zusatz von Malonat erklaren.
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TabeUe Nr. 50.

Die Wirkung von Toluol auf den aeroben CS-Abbau im Lebergewebe.

Von 100 mg hinzugefiigter CS wiedergefundene Menge in mg.

BebrDtungszeit

Zugesetztes Toluol

0 10 cm^

30 Min 39.5 39.0

60 » 29.1 29.9

60 » 27.4 26.9

120 . 18.0 17.7

Tabelle Nr. 51.

Die Wirkung von Malonal auf den aeroben CS-Abbau im Lebergewebe.

Von 100 mg hinzugefiigter CS wiedergefundene Menge in mg.

BebrQtungszeit
Zugesetztes Malonat

0 m/150 m/100 m/10

30 -Min 37.8 43.6 48.0 47.2

60 * 28.0 — 31.2 44.6

120 20.0 — 23.3 29.5

tJbersieht man die Wirkung der einzelnen Gifte auf die CS-

Bildung und deren Abbau in den Gewebesuspensionen im Hin-

blick auf ihre Verwendung zur Trennung der beiden den CS-

Umsatz beeinflussenden Komponenten von einander, kommt man
zu dem Schlussatz, dass Arsenigsaure und Toluol zur Hemmung
der CS-bildenden Enzyme verwendet werden kdnnen, wahrend

ein nur auf die abbauenden Enzyme wirkende.s Gift, welches die

Bildung nicht beeinflusst, unter den gepriiften Giften niclit zu

finden ist.

3. Der Binfluss einiger waJbirscheinlich als Banstoffe der Citro-

nensdure in Frage kommender organischer Sduren.

Da es moglich erschien, dass die Sauren, die sich bei den Syn-

theseversucben als CS-Bildner erwuesen batten, in einer oder der

anderen Art hemmend auf den Umsatz der CS und speziell deren

Abbau einwirken konnten, wie MArtensson (1939) auf Grund

von seinen Perfusionsversuchen behauptet, babe icb diese Frage

mittels einiger Versucbsserien untersucbt.

Zu den Versuchen wurde statt Lebergewebe Herzmuskel lind Nieren

verwendet, da diese ausser viel abbauende auch reichlich synthetisierende
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Enzyme enllialten. Ausser dem Gewebe als solchem ^TO^de aucli nach den
Vorschriften von Scrersten (1937) angefertigte Dehydrasenauszuge
venvendet (vgl. weiter unten). Jedoch benutzte ich anstatt des von ihm
angegebenen Phospliat- Oder Wasserauszugs solche mit 1 % Natrium-

bicarbonatlosung.

TabeUe Nr. 52.

Versuche uber den Einfluss verschiedener Subslrate auf den CS-Abbau im Gewebe-
suspensionen und Gewebeanszilgen. Von 100 mg hinzugefiigler CS wiedergefun-

dene Menge in mg.

Ausser CS zugefQgtcs Substrat

Gewebesuspension Gcwebeauszug

Herz-
muskel

Niere
Herz-
muskel

Niere

Ohne Substrat 76.4 51.4 89.0 88.6

Brenztraubensaure (m/100) .... 74.0 59.8 88.0 87.0

1-Apfelsaure (m/100) 73.2 54.0 88.0 87.8

Brenztraubensaure (m/100) +
1-Apfelsaurc (m/100) 93.8 75.0 88.0 88.6

Oxalessigsaurc (m/100) 72.5 53.8 88.0 88.6

Brenztraubensaure (m/100) +
Oxalcssigsriurc m/100) 86.4 62.2 88.5 87.8

a-Kctoglutarsaurc (m/100) .... — 70.8 88.5 87.0

a-Ketoglutarsaure (m/25) 66.8 73.4 88.5 88.6

)5-Oxybuttcrsaure (m/100) .... 74.0 54.6 89.0 87.0

Essigsaurc (m/50) 76.4 51.0 89.0 87.0

Tabelle Nr. 52 zeigt, dass die verv'endeten Sauren den Abbau

der CS nicht hindern und weiter, dass er auch in Gegenwart der

synthetisierenden Enzyme vorsichgeht, jedoch in verschieden

starkem Masse abhangig von den einzelnen Substraten. Bei Ver-

suchen innerhalb ziemlich enger Grenzen (Reichel und Neef,

1935) kann man die Dehydrierung praktisch als unabhangig von

der anwesenden Substratquantitat ansehen. Der scheinbare

Unterschied zwischen den einzelnen Versuchen ist dabei durch CS-

Bildung zu erklaren, dies wird umso deutlicher wenn man die von

dem Versuch ohne CS-Zusatz abweichenden Resultate mit den bei

den fruher vorgenommenen synthetischen Versuchen erhaltenen

Werten vergleicht.

Zusammenfassung: Avf Grund der ausgefiihrten Gewebsver-

suche muss als hauptsachlichster Abbausort der CS beim Rind

die Leber angesehen werden. Aber auch in Herzmuskel, Nieren

und Skelettmhskeln sind viel abbauende Enzyme vorhanden.
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Ausser diesen ist ferner noch Aconitase und iso-CS-Dehydrogenase

in Lungen, Gehirn, Testis und Schilddriise enthalten. Dagegen
enthalt Thjnnus, Nebennieren und Milz mit Sicherheit nur das

erstere Enzym.
Arsenigsaure und Fluorid hemmen den CS-Abbau nicht, Cyanid

und Malonsaure dagegen wohl in gewissem Grade. Toluol hat

keine nennenswerte Wirkung. — Die als CS-Bildner nachgewiese-

nen organischen Sauren hindern in keiner Beziehung ihren Abbau.

Sie konnen daher nicht durch Verhinderung der CS-Verbrennung

zu einer scheinbaren CS-Bildung fiihren, sondern sind eher als

Baustoffe bei der Synthese anzusprechen.

C. Die Trennungr der die Citronensaure bildenden

und abbauenden Enzyme von einander.

I. Die Best§.ndigkeit der Enzyme im Gewebe.

Da die Synthese und der Abbau der CS in den Suspensionen

gleichzeitig vorsichgeht, war die Untersuchung beider schwierig.

Besonders die CS-Bildung, die in einigen Fallen sehr gering war,

Hess sich schwer nachweisen.

Wir stellten schon fest (vgl. S. 45), dass die Reaktion von Be-

deutung fur die CS-Bildung war, indem diese viel schneller vorsich-

ging bei alkalischer Pufferung. Jedoch selbst bei optimaler Reak-

tion, pH 8.0, kommt es noch zu einem sehr starken CS-Abbau.

Auch mit Giften konnten in dieser Beziehung keine Resultate

erhalten werden. Zwar vird die CS-Synthese gehemmt, der Abbau
der Saure dagegen nicht auf entsprechende Art.

Als eine Moglichkeit zur Trennung dieser beiden entgegenge-

setzten Enzymgruppen von einander Hesse sich eventuell ihre

verschieden starke Haltbarkeit bei langerer Aufbewahrung der

Gewebe denken.

Zur Untersuchung dieser Frage vvurden Versuche mit Nieren und Herz-

muskel ausgefuhrt, wobei die Bildung und der Abbau der CS neben-

einander verfolgt wnirden. Die Bestimmungen wurden vorgenommen direkt

nachdem das Gewebe aus der Schliichterei erhalten wurde und an den

darauffolgenden Tagen. Die Gewebsmasse wnirde im Bisschrankbei— 4°C

aufbewahrt. Vor Beginn des Versuchs noirde die erforderliche Menge

Gewebe erst bei Zimmertemperatur aufgetaut.— Zu jedem Versuch wurden

20 g Gewebe und 50 cm® 1 % Natriumbicarbonatpuffer, wie bei den

fruheren Experimenten, verwendet.
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Tabelle Nr. 53.

Versuchs ubcr die Beslandigkeil der CS auf- und abbauenden Enzyme. CS
in mg.

Von 100 mg
hinzugcfugtcr CS
vriedcrgefundene
Mengc nach
120 .Alin.

Nach 30 Min. gebildete CS nach
Zusatz von

Zeitpunkl der
Beslimmung

1-Apfelsaure (m/200)

-r Brenztrauben-
saure m/200

a-Ketoglutar-
saure (m/100)

Herzmuskel Nieren Herzmuskel Nieren

Sogleich 30.0 67.4 17.22 9.60 11.04 2.56

Nach 1 Tag 35.6 — 19.20 — 5.12 —
» 2 Tagcn — 68.2 — 7.92 — 1.88

* 3 * 52.4 — 24.48 — 3.20 —
>5 » 54.4 67.4 18.22 3.52 2.80 1.12

» 16 * 75.6 — 1.20 0.70 —

Tabelle Nr. 53 zeigt, dass sowohl die abbauenden als auch die

sjTithetisierenden Enzjme verhaltnismassig bestandig sind in

den Geweben, In den Nieren scheint die Dehydrase sich besser zu
fi T*o/T«r» Tcf /4tAJ — — —

» U
andert wabrend der Bildungseffekt beinahe zv.-ei Drittel kleiner ist.

Im Herzmuskel nimmt der CS--\bbau schon nach dem ersten

Tage ab. Ebenso ist es mit der CS-Bildung aus a-Ketoglutarsaure.

Die CS-Bildung aus Brenztraubensaure und Apfelsaure scheint

dagegen anfangs zuzunehmen, nimmt aber dann auch bald ab und

erreicht am 16. Tage den 0-Punkt. Wieder verhalt sich also die

CS-Bildung aus a-Ketoglutarsaure anders als aus den anderen

Sauren.

2. DehydraseprSparate.

Seit der Ent'^icklung der neueren enzxTnchemischen Metho-

dik ist es moglich aus Leber gute Dehydrasepraparate anzuferti-

gen. Besonders Bernheim (1928), ILirrisox (1931), Gemmil

(1934), Laxgecker (1934), Berxheim und Berxheim (1934, 1935),

^Iartius und ICnoop (1937, 1938), Scherstex (1937) und Sjo-

STROM (1937) u. a. haben viel mit CS-Dehydrasen gearbeitet.

Durch Vera-endung verschiedener Yerfahren gelang es sogar

Praparate, die sich zur CS-Bestimmung eignen, herzustellen

(Sj5str5m, Scherstex). Da aber in Zusammenhang mit diesen

Praparaten nie die Rede von den synthetisierenden EnzjTnen var,

schien es berechtigt zu prufen vrie jene sich hierbei verhielten.
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Zuerst wurde diese Frage untersucht, indem Herzmuskel und

Nierengewebe kraftig mit Aceton Oder Alkohol und dann mit

Ather extrabiert -wurden.

Aceton-Ather Trockenpraparat:

150 g gemahlene Gewebsmasse wird nne folgend verarbeitet;

10 Min. mit 7-facher Menge Aceton

3 » » 3- 6 » »

IOd i> 3-» » » extrahieren unter kraftigem

Schiitteln. Danach wird das Praparat noch 2-mal mit Aceton getrocknet,

wobei der Aceton in einer Nutsche abgesaugt wird. Hiernach ^vird

noch mit der 2-fachen Menge Ather ausgezogen und anschliessend

•wird das Praparat zum Trocknen auf ein Filtrierpapier ausgebreitet.

Ergebnis 30.8 g.

Alkohol-Ather Trockenpraparat:

150 g Gewebsmasse wird wie oben behandelt, nur dass statt Aceton

Alkohol in gleichen Mengen verwendet wird. Ergebnis 28.8 g.

Tabelle Nr. 54.

Aerober CS-Auf- und Abbau in Aceton- und Alkohol-Aiher-TrockenprSparaten

des Herzmuskels.

Praparat

Von 100 mg
hinzugefQgter
CS wiederge-

fundene
Menge nach
120 Min.
in mg

Nach 30 Min. gebildete CS in mg
nach Zusatz von

Brenztrau-
bensaure
(m/200)

Oxalessig-

saure

(m/200)

I-Apfelsaure

(m/200) +
Brenztrau-

bensaure
(m/200)

Aceton-Ather . .'.

.

0 0 0

» .... 0 0 0

Alkohol-Ather 101.0 0 0 0

* «... 98.9 0 0 0

Aus Tabelle Nr. 54 geht hervor, dass nach AlkoholbehandJung

keine CS inehr abgebaut, geschweige denn synthetisiert wird.

Mit Aceton-Ather Praparaten kann man jedoch einen CS-Abbau

konstatieren, wenn auch derselbe im Vergleich zu der urspriing-

lichen Abbaufahigkeit der Gewebe sehr gering ist.

Aceton-Trockenprdparat nach Beenheim [1928):

300 g fein gemahlene Gewebsmasse wird dreimal in einer Nutsche mit

150 cm® Aceton unter kraftigem Kneten gewaschen. Das so erhaltene
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Praparat wird einen Tag lang im Vakuum getrocknet, wonach es 3 Stunden
lang mit Ringerphosphat extrahiert wird. Anschliessend wird der Aus-
zug filtriert und die Dehydrase enthaltende Flussigkeit dialysiert.

Da in dieser Arbeit die Dehydrierung nicht mittels Methylenblau unter-
sucht ^\•u^de, Avar die Dialysierung zur Entfernung der Salze unnotig.
Daher Avurde der nach Vakuum-Trocknung erhaltene Pufferauszug als

solcher zu den Versuchen Arenvendet. Jedoch AATirde zur Extraktion im
Gegensatz zu der urspriinglichen Bestimmung 1 % Natriumbicarbonat-
losung A'erAA’endet um die optimale Reaktion zu erhalten. — Zu jedem
Versuch AATirden die 20 g frischem GeAvebe entsprechende Praparatmenge
verAA’endet.

Tabelle Nr. 55.

Acrober CS-Auj- und Abbau in aus Herzmuskel nach Bernheim hersieUlen

Behydrase-Trocken-Prdparatauszugen und dem Exlraklionsruckstand.

Extraktions-

mittcl

Ringerphosphat;

1. Auszug

2, RQckstand. . .

.

Na-bicarbonat (1 %):

1. Auszug

2. RQckstand

Von 100 mg
hinzugefQgler

CS Aviedcrge-

fundenc
Menge nach
120 Min.
in mg

Nach 30 Min. gebildete CS in mg
nach Zusatz von

Brcnztrau-
bensaure

(m/200)

Oxalessig-

saure

(m/200)

1-Apfelsaure

(m/200) +
Brenztrau-
bensaure
(m/200)

86.0 0 0 0

79.0 0 0 0

8G.8 0 0 0

79.9 0 0 0

Auch durch dieses Verfahren wird die CS-Bildung nicht deut-

licher (Tabelle 55). Zwar halt sich die CS-Dehydrase trotz der

Acetonbehandlung in dem Trockenpraparat, aber es kommt zu

keiner CS-Bildung, Av^eder in dem Extraktionsriickstand noch dem
Auszug. Aceton zerstort also alien Anschein nach die synthe-

tisierenden Enzyme.
ScHERSTEN (1937) gibt an im Vergleich hierzu bessere Resul-

tate erhalten zu haben durch direkte Extraktion frischen Leber-

breis und anschliessender Dialyse.

150 g frisches gemahlenes GeAvebe Avird 3 St. lang im Eisschrank mit

schon vorher eisgekuhltem Ringerphosphat extrahiert, und ZAA'ar mit der

1.5—3-fachen Menge. Die Masse Avird dann durch ein dichtes Tuch gepresst

bis der Ruckstand der ursprunglich verwendeten GeAvebsmasse entspricht.

8
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Ahs dem schon oben erwahnten Grunde wiirde in meinen Versuchen
zum ausziehen des Gewebebreis 1 % Natriumbicarbonatlosung benutzt.

Auch -wurde keine Dialysierung vorgenommen.

Ausser dem Auszug ^\*u^de auch der Enzymgehalt des Riickstands un-

tersucht. Beide A\'urden zu den Versuchen in Mengen entsprechend 20 g
des frischen Gewebes verwendet.

Tabelle Nr. 56.

CS-Auf- und Abbau in Dehydraseauszugen nach Schersten* und in dem Exlrak-
iionsriickstand. CS in mg.

Von 100 mg
hinzugefugter CS
w’iedergefundene

Menge nach
120 Min.

Aerob in 30 Min. gebildetc

CS nach Zusatz von

G e Vr* e b e 1-Apfelsaure

(m/200) -f
Brenztrauben-
saure (m/200)

a-Ketoglutar-

saure

Aerob Anaerob

Herzmuskel:

1. Frisches Gewebe .... 51.4 45.2 22.90 12.20

2. Bicarbonatauszug (1.5-

fache Menge) 66.2 66.6 0 2.90

3. Exlraktionsrflckstand 59.0 49.0 26.90 11.50

Herzmuskel;

1. Bicarbonatauszug (3-

fache Menge) 48.4 0 1.50

2. ExtraktionsrQckstand 30.0 — 18.82 2.32

Herzmuskel:

1. Bicarbonatauszug (1.5-

fache Menge) 68.4 1.68 1.08

2. ExtraktionsrQckstand 14.0 — 14.42 5.25

Nieren:

1. Frisches Gewebe 59.4 58.1 11.20 1.96

2. Bicarbonatauszug (1.5-

fache Menge) 81.0 81.0 2.60 0.92

3. ExtraktionsrQckstand 54.6 58.6 11.36 0.80

Nieren:

1. Bicarbonatauszug (3-

fache Menge) 71.0 0 0

2. ExtraktionsrQckstand 62.6 — 7.68 0.80

Nieren:

1. Bicarbonatauszug (1.5-

fache Menge) 86.6 0.24 0.68

2. Exlraktionsrucksland 59.8 — 6.80 0.64
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Die die CS abbauenden Komponenten gehen verhaltnismassig

gut in den Auszug iiber (Tabelle Nr. 56), jedoch verbleibt auch ein

ansehnlicher Teil in dem Extraktionsruckstand. Der Abbau scheint

ungefahr genauso gross im gewaschenen v,ie im unbehandelten
Gewebe zu scin, welches auf die geringe Abhangigkeit der enzyma-
tischen Reaktionen von der absoluten Enzymmenge zu deuten
scheint, vorausgesetzt, dass noch geniigend Enzyme vorhanden
sind. Im Auszug ist der CS-Abbau jedoch viel kleiner. ZAvischen

aerob und anaerob angestellten Versuchen scheinen hier keine

grdsseren Unterschiede zu bestehen.

Bei Extraktion mit vcrschieden grossem Volumen war auch
kein deutlicher Unterschicd dieser Ergebnisse zu erzielen. Der Aus-
zug entlialt nur ausnahmsweise synthetisierende Enzyme und auch
dann nur in minimalen Mengen. Die CS-Bildung scheint an die

Gewebsmasse gcknupft zu sein.

Im Vorhergehcnden wurde schon wiederholt auf die Dberein-

stimmung im Abbau und der Bildung der CS bei Versuchen mit

a-Ketoglutarsaure hingcwiesen. Die Extraktion des Gewebes

fuhrt jedoch zu abweichendem Rcsultat. Falls die CS-Bildung aus

a-Ketoglutarsaure denselben VJcg verliefe wie der CS-Abbau,

mussten die Dehydrasepniparate im stande sein aus einem Teil der

Abbauprodukte wieder CS zu bilden, worauf friihere Versuche

hinzuweiscn schiencn. Dies ist aber nicht der Fall in den Dehydrase-

auszugen. Natiirlich kdnnte man sich denken, dass zu der riick-

laufigen Reaktion noch ein weiterer Faktor notig sei, der bei der

Extraktion zerstort wiirde oder in dem Riickstand verbliebe.

Verglcicht man die mit gewaschenem Gewebe erhaltenen Werte

mit denen, die mit unbehandeltem Gewebe erhalten w'urden, ist

festzustellen, dass die Synthese in Herzmuskel und Nieren beinahe

genauso gross ist. Aus Apfelsaure und Brenztraubensaure ist

die CS-Bildung jedoch im ungewaschenen Gewebe, vor allem was

den Herzmuskel anbetrifft, starker. Dagegen ist die CS-Bildung

aus a-Ketoglutarsaure im gewaschenen Gewebe grosser.

3. Das Waschen des Gewebes.

Die oben beschriebenen Versuche mit dem Riickstand der

Dehydrascausziige bewiesen, dass die synthetisierenden Enzyme

an die Gewebsmasse gekniipft sind. Bei Versuchen iiber den Brenz-

traubensaureumsatz haben u. a. Lipmann (1937) und Banga,

Peters und Ochoa (1938) imGehirneine viel effektivereWaschung

benutzt. Der zuerst erwahnte Forscher liess gleichsam die Gewebe

selbst in Gegenwart von Sauerstoff ihren Vorrat an Spontandonatoren
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verbrennen, wahrend der letztere durch eine griindlichere mecha-
nische Waschung nebst wiederholter Extraktion im kalten zu dem
gleichen Ergebnis zu kommen versuchte.

Das Waschen des Gewebes nach Peters (vgl. Banga, Ochoa und Peters
1939): Waschen mit dreifachem Volumen.

1. Wasser.

2 . »

3. Phosphatpuffer (pH = 7.5).

4. Ringerphosphat.

Anstatt Punkt 3. und 4. wurde hier im Gegensatz zu Peters 1 %
Katriumbicarbonatlosung venvendet, wie aus der Tabelle hervorgeht.

Das Vorgehen nach Lipmann:

Lip.mann wiederum extrahiert 2-mal mit 5-facher Menge Ringer-

phosphat bei gleichzeitiger Durchleitung von Sauerstoff. Warme 37° G.

Ausfiikrung:

Die mit der Latapiemtihle zerkleinerte Masse wird mit eisgekiihlter

Fliissigkeit (3-faches Volumen) gewaschen, wonach ca. 5 Min. zentrifu-

giert -vvird. Nach Abdekantierung der Fliissigkeit wird das Waschen wie

in der Tabelle angegeben wiederholt. Zu jeder Bestimmung wurde die 10 g
Gewebe entsprechende Masse, gepuffert in der 3-fachen Fliissigkeitsmenge,

venvendet.

t)bersehen wir die Ergebnisse (Tabelle Nr. 57) ist besonders

auffallend, dass der Abbau der CS in Herzmuskelsuspensionen stark

abnimmt je ofter das Gewebe gewaschen wird. Auch die CS-

Tabelle Nr. 67.

Aerober CS-Auf- und Abbau im gewaschenen Herzmuskel. CS in mg.

Von 100 mg
hinzugefQgter

CS wiedcrge-
fundene

Menge nach
120 Min.

In 30 Min. gcbildete CS nach
Zusatz von

Waschung
I-Aplelsaure

(m/200)

Brenztrau-
bensaure
(m/200)

1-Apfelsaure

(m/200) 4-

Brenztrau-
bensaurc

(m/200)

Ohne Waschung .

.

58.0 2.53 1.71 10.24

Phosphat-puffer

(3 Mai) 0.10 0.10 3.80 .

1 %-Blcarbonat-

puffer (3 Mai) .

.

90.0 0.21 0.10 18.56

1 %-Bicarbonat-

puffer (5 Mai) .

.

96.8 0.14 0.10 13.92
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Bildung aus Brenztraubensaure oder Apfelsaure getrennt hort
beinahe vollig auf, dagegen scheint die Bildung der CS bei Kombi-
nation dieser beiden Substrate eher zu als abzunehmen. Da die
Dehydrase jetzt wenigstens nicht in gleich grossem Umfange das
Deutlichwerden der CS-Bildung hindern konnte wie in den Ver-
suchen mit unbehandelten Gewebssuspensionen, ware zu erwarfen
gewcsen, dass man durch langere Bebriitung zu noch grosseren
Wcrten kame. Schcinbar haben aber auch die synthetischen

Tabcllc Nr. 58.

Aerober CS-Auf- und Abbaa nach 5-fachcr Waschung dcs Hcrzmuskels (i% Na-
bicarbonatpuffer) zur Entfernung der die CS-abbauenden Enzyme. CS in mg.

BcbrQlungszeit
Von 100 mg hinzu-

gefUgter CS wieder-

gefundene Menge

Gebildele CS naeh
Zusatz von 1-ApfeI-

s5ure (m/200) +
Brenztraubensaure

(m/200)

15 Min 98.0 8.38

.30 96.0 8.58

45 9G.0 8.65

GO » 95.5 8.87

120 94.5 7.98

Enzyme durch das Waschen ebenfalls gelitten, da diese Zunahme
der CS-Bildung nicht gefunden wurde (Tabelle Nr. 58).

Da die Bildung der CS aus einzelnen Sauren gehemmt zu sein

schien, war es von Intercsse zu untersuchen, ^vie sich die anderen

4-C-Dicarbonsauren als die Apfelsaure verhielten, und zwar sowohl

allein als auch kombiniert mit Brenztraubensaure.

Tabelle Nr. 59.

Aerobe CS-Bildung bei Kombinalion von Brenztraubensaure mit 4-C-Dicarbon-

sauren im S-mal mil Bicarbonatpuffer (1 %) gewaschenen Herzmuskel. CS in mg.

N.ach Zusatz von Brenztraubensaure allein = 0.1 mg CS in beiden Serien.

Substrat
Substrat
allein

Berechnete
Summe

Kombinations-
versuch

Zusatz

D II I II I II I II

a-Ketoglutarsaure .

.

0.20 - 0.30 1.68 —

—

1.38

Bernsteins&ure 0 0 0.10 MU] 4.64 1.28 4.54 1.18

FumarsSure Q 1 0.20 7.84 2.40 7.64 2.16

1-Apfelsaure InQ 1
0.20 0.24 8.20 6.96 8.00 6.72

Oxalessigsaure 0.58 0.48 8.90 16.00 8.32 15.52
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Tabelle Nr. 59 zeigt, dass im gewaschenen Herzmuskel mit

Ausnahme von Oxalessigsaure aus keiner der gepriiften Sauren

allein CS gebildet wird. Anders ist es aber bei Kombination mit

Brenztraubensaure, hierbei wird CS gebildet und zwar umso mehr
je naher das zweite Substrat im Oxydationsgrad der Oxalessigsaure

steht. Bei den Versuchen mit unbehandeltem Gewebe war, wie

envahnt, besonders auffallig, dass die Apfelsaure im Herzmuskel

viel starker wirkte als die Oxalessigsaure. Diese Tatsache kann

moglicherweise durch die Fahigkeit des Herzmuskels Oxalessig-

saure schnell auf einem anderen Weg als fiber CS umzusetzen

erklart werden. Vielleicht wird die Saure teilweise zu Brenztrauben-

saure decarboxybert. Der wahrscheinbche Abbau der Oxalessigsaure

.zu Brenztraubensaure wfirde auch erklaren, warum aus dieser Saure

-im gewaschenen Herzmuskel noch CS gebildet wird. Es handelte

sich einfach um die Kombinationswirkung von Oxalessigsaure mit

der aus dieser entstandenen Brenztraubensaure. Der Umstand, dass

“die anderen 4-C-Dicarbonsauren nicht gleichfalls eine Zunahme der

•CS-Bildung bewirken, ist meines Erachtens als ein Beweis gegen

die Ansicht der ausschliesslich katalytischen Wirkung derselben

nnzusehen.

Besonders beachtenswert ist ferner noch das Verhalten der

a-Ketoglutarsaure bei diesen Versuchen. Auch aus ihr allein wird

namlich im gewaschenen Gewebe keine CS gebildet, obwohl sie im

Vergleich zu den anderen Sauren im ungewaschenen Gewebe der

starkste CS-Bildner war. Auch bei Kombinationsversuchen entsteht

aus ihr weniger als aus Bemsteinsaure, so dass hier die CS-Bildung

gut als fiber Bemsteinsaure verlaufend erklart werden kann. Die

schwache Wirkung der a-Ketoglutarsaure scheint in dem gewasche-

nen Gewebe der geringen Dehydrasewirkung parallel zu verlaufen.

Die mit Gehirn erhaltenen Resultate (Tabelle Nr. 60) entspre-

chen, was die CS-Bildungsfrequenz anbelangt, nicht einmal an-

nahernd den Werten im Herzmuskel. Die CS-Bildung im Gehirn

leidet offenbar durch das Waschen sehr. Jedoch kommt der Syn-

these-effekt aus Brenztraubensaure zusammen mit Apfelsaure

noch deutlich hervor.

Zusammenfassung: Die Trennung der CS abbauenden und

synthetisierenden Enzyme von einander ist schlecht durchffirbar.

In den CS-Dehydrasepraparaten sind meist keine synthetisieren-

den Enzj'me mehr vorhanden. Aceton- oder Alkoholbehandlung

zerstort sie ganz. Bei Extraktion des Gewebes mit verschiedenen

Pufferlosungen verbleiben sie gebunden an die Gewebsmasse, in

der sich fibrigens auch ein Teil der abbauenden Enzyme halt.
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Tabclle Nr. 60.

Aerober CS-Auf- und Abbau im gctvaschcncn Gchirngewebe. CS in mg.

\V a s c h u n g

Von 100 mg
hinzugefOgter

CS wiederge-

fundenc
Menge

GebiJdctc CS nacb Zusatz von

1-Apfel-

sfiurc

(m/200)

Brenz-
trauben-

sfiure

(m/200)

Olinc Wascliung 83.0 1.00 1.10 4.32

Phosphatpuffcr (2-ma]) 0 0.20 0.20 0.62

1- % Bicarbonntpuffcr

(2-mal) — 0.31 0.36 0.82

Phosphatpuffcr (•1-mnl

nd Modum Peters) 0 0.10 0.10 0.42

Phospliatpuffer (ad

modum Llpmann).

.

0 0.18 O.IC 0.55

Oflcr wiedcrholtcs Waschen dcs Gewebes cntfernt die abbauen-

dcn Enzyme aus dcm Gewebe; gleichzeitig wird auch die CS-

Bildung aus Brcnztraubensaurc Oder den 4-C-Dicarbonsauren

allein, abgcschcn von der O.xalessigsaure, aufgehoben. Die alleinige

Wirkung der O.xalessigsaure kann durch ilire teiJweise Decarb-

ox5*]ation zu Brcnztraubensaurc und die Kombination dieser beiden

Sauren erklarl werden. — Auch im gewaschenen Herzmuskel

entsteJit aus Oxalcssigsaure zusammen mit Brenztraubensaure

mchr CS als bci Kombinationsversuchen mit den anderen 4-C-

Dicarbonsaurcn, dies ganz im Gegcnsatz zu den Resultaten der

Vcrsuche mit ungcwaschcnem Herzmuskel. — Aus a-Ketoglutar-

saure wird sowohl in Kombinationsversuchen als auch allein ver-

wendet wcniger CS gebildet als aus Bernsteinsaure, ganz entgegen-

gesetzt zu den Ergebnissen mit unbehandeltem Gewebe.

D. Das Vorkommen der Citronensaure in verschie-

denen Geweben.

tjber den CS-Gehalt tierischcr Gewebe liegen nur ganz wenig

Untersuchungen vor. Gemmil (1934) erhielt positive Resultate

beim Frosch in Leber und Muskel und beim Kaninchen in Leber,

Muskel und Nieren. Im Hundegewebe haben Pucker, Sherman
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und Vickery (1936) Werte zwischen 1.5—0.1 mg % gefunden, wobei

die Reihenfolge der Gewebe Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskel

und Leber war.^ — Ober den CS-Gehalt der Gewebe vom Rind

liegen keinerlei Untersuchungen vor. Ausserdem schien es am
Platze auch noch andere Organe als die erwahnten auf ihren CS-

Gehalt bin zu untersuchen.

Tabelle Nr. 61.

CS-Gehall in verschicdenen Geweben.

Gewebe
Anzahl
Unter-

suchungen

GrossterWert
mg %

Kleinster

Wert
mg %

Mittelwert

mg %

MilchdrOse 4 332.00 256.00 308.00

Schilddrfise 10 123.00 29.50 73.98

Testis 6 11.88 5.94 8.56

Ovarium 6 6.43 4.52 5.51

Gehirn 4 3.27 2.31 2.82

Lunge 4 2.86 2.20 2.52

Nebennicren 4 2.86 2.38 2.51

Pancreas 4 3.81 1.37 2.43

Thymus 4 2.20 1.67 1.85

Nieren 6 3.39 1.01 1.77

Milz 4 2.14 1.05 1.66

Parotisdrfise .... 4 1.79 0.95 1.46

Skelettmuskel .... 6 1.79 0.47 0.83

Herzmuskel .... 6 0.36 0.24 0.30

Leber 6 0.36 0.06 0.24

Wie in der Tabelle Nr. 61 zu sehen ist, konnen die Gewebe

in drei Gruppen geteilt werden. Zu der ersten ware ausser der

Milchdriise die Schilddriise zu rechnen, da in diesen beiden Geweben

sehr beachtenswerte CS-Mengen sind. Erinnem wir uns desreich-

lichen CS-Gehalts in der Milch scheint es naturlich, dass auch die

Milchdriise viel von dieser Saure erithalt. In diesem Zusammen-
hang muss eru'ahnt werden, dass die Milchdriise vor der Bestim-

mung wiederholt gespiilt wurde zur volligenEntfemung der Milch,

Sonderbar scheint das reichliche Vorkommen der CS in der

Schilddriise. Wie in den Syntheseversuchen deutlich wurde, kommt

^ Nach dcm Niederschreiben dieser Arbeit ist eine Untersuchung von
Dickens (1940) erschienen, in der dieser Qbcr das Vorkommen von fiber

1000 mg % CS in den Knochen von Ratten, Mcerschweinchen und Kanin-
chen bcrichtet. Ziemlich grosse Mengen sind femer in embryonalem Gewebe
und Tumoren d h. in den Geweben, wo cin starkes Wachstum stattlindet.
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es in der Schilddriise zu keiner entsprechenden CS-Bildung wie
in den anderen Geweben. Auch der CS-Abbau war bier sehr lang-

sam. Man konnte denken, dass die Druse moglicherweise eine Art
Depot fiir CS bilde, bei der kleinen Masse dieses Organs handelt
es sich aber absolut genommen um nur sehr geringe CS-Mengen.

Zu der z\\'eiten Gruppe sind Eierstocke und Testis zu rechnen.

ScHERSTEN (1937) fand im Sperma vom Stier 9.85 ± 0.42 % CS.

Die Werte im Testisgewebe sind hiermit zu vergleichen, obwohl
nach dem erwahnten Forscher die hauptsachlichste CS-Bildung
in der Prostata vorsichgehen soil. — Nitzescu und Georgescu
(1930) berichten, dass die Follikelfliissigkeit bei Kuhen 4 mg %
CS d. h. den von mir im Ovarium gefundenen Werten entsprechende

Mengen, enthalt.

In dem grdssten Teil der Gewebe entspricht der CS-Gehalt

dem Blut-Spiegel, w'elcher bei Bestimmungen im Gesamtblut von
Rindern (5) zwischen 1.5—^2.9 mg % schwankte.

Zur %derten Gruppe gehoren alle die Gewebe, deren Wert unter

dem des Blutes liegt: Skelettmuskel, Herzmuskel und Leber in

der angefuhrten Reihenfolge. Alle diese Gewebe sind nach meinen

Versuchen sehr starke CS.-Abbauer, jedoch die zwei ersten auch

gute CS-Bildner. Der relativ hohe CS-Gehalt der Nieren, trotz

dem hier stattfindenden starken CS-Abbau, ist beachtenswert.

Die Vorbereitung der Gewebe zur Beslimmung wurde scbon eingangs

im Zusammenhang mit der Methodik besprochen. Von der Milch- und

Schilddriise wmrde zu den Bestimmungen nur 0.5—1.0 g venvendet, von

Leber und Herzmuskel 20 g und alien anderen Geweben 10 g.

Zusammenfassung: Alle untersuchten Gewebe vom Rind ent-

hielten CS. Besonders viel CS enthalt die Schilddruse, voruber

fruher keine Untersuchungen in der Literatur vorlagen. — Die

Milchdruse enthalt dem CS-Gehalt der Milch entsprechende Men-

gen. — In Testis und Ovarien sind iiber dem Blutspiegel liegende

CS-Mengen, w-ahrend in Skelettmuskel, Herzmuskel und Leber

darunter liegende Werte gefunden wmrden. In alien anderen unter-

suchten Geweben, namlich Gehirn, Lungen, Nebennieren, Milz,

Nieren, Bauchspeicheldriise, Parotis und Thymus, wurden die

gleichen Werte wie im Blut gefunden.



IV. Schlussbetrachtungen.

Die Ergebnisse wurden schon im Zusammenhang mit der

Beschreibung der Versuche eingehend besprochen. Abschliessend

ist es aber am Platze eine zusammenhangende kurze Dbersicht

fiber die 'wicbtigsten Fragen zu geben.

Zuerst muss festgestellt -werden, dass die CS-Bildung eine

enzymatische Reaktion ist, die fest mit den lebenden Zellen ver-

knfipft ist. Sie wird nicht durch eine katalytische Wirkung der

Gewebsmasse als solcher hervorgerufen, ebenso wenig wie durch

rein chemische Reaktion der Ausgangsstoffe (Breusch, 1937).

Auch rufen die Vorlaufer der CS nicht eine nur scheinbare Zu-

nahme der Saure hervor durch Vergiftung der sie abbauenden

Enzymsysteme (MIrtensson, 1938). Arsenit, Toluol und Cyahid

verhindern die CS-Bildung, wahrend Fluorid in dieser Beziehung

keinen nennenswerten Einfluss ausfibt. — Das die CS-Bildung

bewirkende Enzymsystem konnen wir sCitricogenase# nennen.

Es ist augenscheinlich, dass die CS-Synthese in Gewebesuspen-

sionen in letzter Hand durch Reaktion von Oxalessigsaure mit

Brenztraubensaure vorsichgeht. Sonderbar ist aber, dass in dem
Gewebe, welches den starksten Bildungseffekt hat, namlich dem

Herzgewebe, mehr CS entsteht in Gegenwart von 1-Apfelsaure als

von Oxalessigsaure. Man konnte sich denken, dass die Oxalessigsaure

in diesem Gewebe besonders leicht decarboxyliert wird, aber dann

mfisste aus ihr zusammen mit der bei der Kohlensaureabspaltung

entstehenden Brenztraubensaure mehr CS gebildet werden als aus

1-Apfelsaure allein. Sehr grosse Oxalessigsauremengen konnten

ebenfalls eventuell durch Giftwirkung hemmend auf die CS-Bildung

virken oder vielleicht entsteht aus der 1-Apfelsaure leichter die

aktive Form der Oxalessigsaure, die Ketoform, welche gleich mit

der Brenztraubensaure reagieren konnte, wahrend die verwendete

Enolform der Saure erst in die aktive Form umgesetzt werden

mfisste. Dieser Umlagerungsprozess soil aber andererseits gleich
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bei der Losung der Saure vorsichgeben i Vielleicbt enthalt der
Herzmuskol besonders viel der die Apfelsaure zu Oxalessigsaure

umsetztenden Apfelsauredeliydrase, wodurch ein reichliches Ange-
bot an Oxalessigsaure gesichert wiirde. Green (1936) hat tatsach-

lich nachge^Yicsen, dass wenigslens bei Ratten, Meerschweinchen,
Kaninchcn und Tauben am meisten von dieser Dehydrase im Herz-
rauskcl zu finden ist. — Die durch kraftiges Waschen des Herz-
muskels von mir festgestellte Umkehrbarkeit der CS-Bildungs-

intensitat durch Apfelsaure und Oxalessigsaure deutet auch
daraufhin, dass hierdurch ein Faktor aus dem Gewebe entfernt

wird. Hierbei konnte es sich gut gerade um die Apfelsiiure-

dehydrase handeln. Allgemcin bekannt ist ja die relativ leichte

Loslichkeit der Dehydrasen.

Die 4-C-Dicarbonsauren scheincn bei der CS-Bildung noch

einen andcren Anteil zu habcn, als nur die katalytische Wirkung
auf den TJmsatz der Brenztraubensaure. So \vird unter gewssen

Bedingungen aus Apfelsaure zusammen mit Brenztraubensaure

mehr CS gebildet als Avie theoretisch berechnet aus der Menge
der zugcsetzten Brenztraubensaure entstehen konnte. Kleine

Mcngcn der •1-C-Dicarbonsauren reichen iibrigens auch nicht aus,

um cine maximalc CS-Bildung aus Brenztraubensaure hervorzu-

rufcn, Avelchcs bei rein katalytischer Wirkung der Fall sein miisstQ.

Auch dcr Einfluss der a-Ketogluiarsaure auf die CS-Synthese

ist bcachtensAvert. Bei Vergleich der anaeroben Versuche bei ver-

haltnismassig saurer Rcaktion mit einerseits 4-C-Dicarbonsauren

allcin, vorallem Bernsteinsaure, andererseits a-Ketoglutarsaure, die

ja als Abbauprodukt der CS angesehcn -svird, ist es mogbch,

dass die CS-Bildung aus a-Ketoglutarsaure ausser uber die

4-C-Dicarbonsauren auch noch auf einem anderen Wege vorsich-

gehen muss.

Als erste Moglichkeit konnte man cine Stockung des CS-Abbaus

in Enviigung ziehcn. Sehr kleine Mengcn rufen namlich keine

Zunahme der CS-Bildung her\mr. Aber andererseits wirkt die

a-Ketoglutarsaurc nicht liemmend auf den CS-Abbau in Prapara-

ten, die nur die CS-oxj^dierenden Enzyme enthalten und daher

auch koine CS synlhetisieren.

Moglich ist aber auch, dass die a-Ketoglutarsaure selbst auf

einc Oder die anderc Art zu der Synthese verwendet wird. Hierbei

konnte es sich um die Kondensation zweier Molekiile handeln,

* Nnch Meyer (1912) liegt 80 % dcrSaurc in wassriger Losung in Kcto-

forin vor. Hanzsch (1915) dagegcn gibt ein Zahl von 97% an und von

70% fDr schwach alkalische Liisungen.
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wonach das entstandene Komplex zu CS oxydiert-vsiirde, oderauch

konnte man sich denken, dass es zur Umkehrung der Reaktion

der CS-abbauenden Enzyme kame. Es haben sich namlich die

Gewebe, die viel CS-oxydierende Enzyme enthalten, als be-

sonders gute CS-Bildner aus a-Ketoglutarsaure erwiesen. Arsenit,

welches die CS-Synthese aus anderen Sauren verhindert, hat kei-

nen Einfluss auf die CS-Bildung aus a-Ketoglutarsaure, ebenso

wenig wie durch dieses Gift die Dehydrierung der CS verhindert

wird. Jedoch sind Praparate, die nur CS-dehydrierende Enzyme
enthalten, auch nicht im Stande aus a-Ketoglutarsaure CS zu bilden.

Die Umsatzprozesse des Organismus sind bekanntlich oft rever-

sibel, bisher ist aber die Umkehrung der Decarboxylation fiir den

tierischen Stoffwechsel niemals nachgewiesen worden.

Drittens ist nach Simola (1939) eine Umaminierung zu erw'agen,

bei welcher aus Asparaginsaure, die immer im Gewebe vorhanden

ist, Oxalessigsaure entstande. Als erste haben Braunstein und

Kritzmann (1937) gezeigt, dass die Aminogruppe der Glutamin-

saure an Ketosauren iibertragen werden kann. Nach Cohen (1939)

ist eine derartige Umaminierung auch zwischen anderen Amino-

und Ketosauren moglich. Ausser zvischen a-Ketoglutarsaure und

Asparaginsaure konnte gleichzeitig auch eine Umaminierung

zwischen a-Ketoglutarsaure und Alanin stattfinden. So wiirden

beide zur CS-Synthese notwendigen Sauren nebeneinander gebildet.

Fiir diese Erklarungsmoglichkeit sprechen die Waschversuche

der Gewebe, bei denen der Effekt der a-Ketoglutarsaure im Ver-

gleich zu den anderen Vorlaufem der CS auffallend stark abnimmt

und sogar unter den der Bemsteinsaure sinkt.

Was die CS-Bildung bei Zusatz von Buttersaure und fi-Oxy-

buttersaure anbetrifft, scheint es moglich, dass diese iiber Brenz-

traubensaure verlauft, aus der ja etwas mehr CS gebildet wird,

wie viele Versuche gezeigt haben. Auf nahe Beziehungen zvischen

der Brenztraubensaure und /?-Oxybuttersaure deutet auch ihr

ahnliches Verhalten bei der CS-Bildung in Kombinationsversuchen

zusammen mit 4-C-Dicarbonsauren sowie bei der Malonsaure-

vergiftung hin. Die Malonsaure virkt hemmend auf die CS-

Bildung nach Zusatz von sowohl Brenztraubensaure als auch fJ-

Oxybuttersaure und die 4-C-Dicarbonsauren vnederum verhindern

diese hemmende Wirkung auf beide Sauren.

Bei Beurteilung der Bedeutung der CS-Bildung konnen folgende

Gesichtspunkte envogen werden:

1. Regulierung der Reaktion. — Bekanntlich ist die CS-Aus-

scheidung bei alkalotischen Zustanden sehr gross und bei acido-
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tischen umgekehrt klein. Die starke CS-Bildung aus den zuge-
setzten Substraten, besonders bei alkalischer Reaktion der Gewebe-
snspensionen deutet daraufhin, dass dieser Vorgang von Bedeu-
tung sein kann bei der Regulierung der Wasserstoffionenkonzen-
tration der Gewebe.

2. Die Ox5’^dation der Kohlenhydrate zu Kohlensaure und Wasser
kann iiber CS verlaufen, gemass dem CS-Cyklus, wobei als Zvaschen-
produkt Brenztraubensaure entstande. Diese Moglichkeit kommt
wenigstens fiir Herzmuskel und Nieren eventuell auch fiir andere

Gewebe in Frage, es braucht aber natiirlich nicht der einzige Weg
zu sein, auf welchem die Brenztraubensaure eliminiert wird. Es
ware beispielsweise denkbar, dass die liberschiissige Brenztrauben-

saure uber CS umgesetzt wird.

3. Andererseits kdnnte auch der Abbau der 4-C-Dicarbonsauren

iiber CS verlaufen. Hierbei kamen dann aber auch manche andere

Gew'ebe in Frage und nicht nur die Nieren, wie Breusch (1939)

behauptet hat.

4. Ein weiterer Zweck der CS-Bildung kann auch die Umsetzung

zu Glutaminsaure sein, w'obei a-Ketoglutarsaure das Zwischenglied

w’are. Derart konnten die Kohlenhydrate Anlass zur Bildung von

Aminosauren geben; aus Brenztraubensaure entstande somit ausser

Alanin auch Glutaminsaure. Es ist aber noch nicht mit Sicherheit

zu entscheiden, ob diese letztere Reaktion tatsachlich auch im

Tierkorper vorsichgeht.

5. Der Abbau uber CS kann moglicher weise ferner ein Weg zu

sein, auf w'elchem der OrganismusAcetonkorper entfernt, verhalt sich

doch in den beschriebenen Versuchen die /1-Oxybuttersauregenau wie

die Brenztraubensaure. Diese Frage bedarf w^eiterer Erklarung.

Ein Abbau der CS findet, wie Johnson (1939) und Breusch

(1939) bei anderen Versuchstieren konstatiert haben, in so gut

wie alien Gew'eben, aber nicht im Blute statt. Auch die roten

Blutkdrperchen enthalten keine nachw^eisbare, CS spaltende

Enzjmie.

Beim Vergleich der CS-Bildung und Eliminierung in den

verschiedenen Geweben des Rindes ist festzustellen, dass im

Herzmuskel beide Vorgange in grossem Umfange vorsichgehen.

Was den Abbau anbetrifft, ist die Wirkung der Leber noch etwas

starker, aber in der CS-Bildung kann nur das Nierengewebe bis

zu einem gewissen Grade mit dem Herzmuskelgewebe konkurrieren.

Ausser in diesen beiden Gew'eben findet aber auch in Leber, Neben-

nieren und Skelettmuskulatur eine beachtensw'erte CS-Synthese

statt, wenn als Substrat Brenztraubensaure zusammen mit 4-C-
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Dicarbonsauren hinzugesetzt wird. In den ubrigen Geweben ist

die CS-Bildung zwar auch deutlich, abet die Zunahme der Saure

bei Kombinationsversuchen ist nicht sehr gross. Beaclitenswert

ist die Tatsache, dass neben dem Herzmuskel auch die anderen

Gewebe, welche am meisten CS abbauende Enzyme enthalten,

ebenfalls die starkste Synthese aufweisen. Dies muss irgendeine

Bedeutung im Stoffwechsel haben. Das Blut dagegen enthalt

keine die CS aufbauenden Enzyme; es ist daher anzunehmen, dass

die ReguUerung des Blutspiegels durch die Gewebe besorgt wird.

Intressant ist schliesslich auch die Unfahigkeit des Schilddriisen-

gewebes CS zu bilden.

Das konstante Vorkommen von CS in den meisten hier unter-

suchten Geweben ist bisher nicht nachgewiesen worden. Die von

mir vorgenommenen Versuche haben gezeigt, dass alle untersuchten

Gewebe des Rindes CS enthalten. Nur in Leber, Herzmuskel und

Skelettmuskulatur, mit anderen Worten in den Geweben die

am meisten CS abbauende Enzyme enthalten, ist weniger CS als

im Blute. tibereinstimmend mit friiheren Untersuchungen habe

ich gefunden, dass Hoden und Eierstocke ziemlich viel CS

enthalten. Besonders intressant ist aber der reichliche CS-Gehalt

der Schilddriise, der den Blutspiegel mehrmals zehnfach iibersteigt,

umso mehr als die Driise selbst nicht im Stande ist CS zu bilden.

Uber die physiologische Bedeutung der CS in der Schilddriise ist

es schwer in diesem Zusammenhang etwas Sicheres auszusagen.

Diese Frage bedarf weiterer Untersuchung.



V. Zusammenfassung.

Die Absicht mit dieser Arbeit war es zu untersuchen, unter
welchen Bedingungen die CS-BUdung in-vitro am besten vorsich-

geht, welche verschiedenen Verbindungen eine Zunahme derselben

hervomifen nnd in welchen Geweben dies geschieht. Ferner wrde
auch der Abbau der CS unter entsprechenden Bedingungen ver-

folgt, wobei versucht wurde die in entgegengesetzter Richtung
wirkenden Enz3Tne von einander zu trennen. Schliesslich wurde
auch dem Vorkommen der CS in den einzelnen Organen Beachtung
geschenkt.

1. Bei den vorgenommenen Untersuchungen envies sich die kolo-

rimetrische CS-Bestimmungsmethode nach Pucher, Sherjian und
Vickery als besonders geeignet fiir Gewebe-Versuche. — Im G%en-
satz zu fruheren Untersuchungen wurde festgestellt, dass Wasser-

stoffsuperoxyd besser ist zur Entfernung des liberschiissigen

Oxydationsmittels als Ferrosulfat. Die Bestimmungsbreite der

CS-Konzentration wurde bedeutend erw'eitert durch Aufstellung

von Standartkurven fur verschiedene Verdunnungen. — Bei

Prufung einer grossen Zahl von Sauren erwies sich, dass Itacon-

saure in lOO-facher Menge eine Farbe entsprechend 8 Einheiten

CS gibt und Brenztraubensaurealdol in gleicher Menge wie

drei Einheiten CS reagiert. Dagegen geben Aconitsaure, fi-Oxy-

buttersaure, Oxalessigsaure, Buttersaure, Crotonsaure und Brenz-

traubensaure erst in mannigfach grosseren Konzentrationen eine

Farbe. Bei den vorgenommenen Versuchen vnirde die storende

Wirkung der erwahnten Sauren durch verschiedene Blindproben

ausgeschaltet. — Bei Parallelbestimmungen mit der Thunberg-

Methodik gab diese in Gewebesuspensionen durchgehend grossere

Werte.

2. Die CS-Bildung in-vitro ist am starksten unter aeroben Bedin-

gungen, wobei das pH-Optimum zwischen 7.5—8.0 variiert. Bei

leicht saurer Reaktion wird CS nur in Gegenwart von a-Ketoglu-

tarsaure gebildet, jedoch erhalt man hierbei auch anaerob positive

Resultate. Andere Sauren geben unter anaeroben Bedingungen bei

Zusatz zu Gewebesuspensionen nicht Anlass zur Bildung von CS.
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— Die grossten CS-Werte -wurden mit Leber nach 15 Minuten,

Herzmuskel und Nieren nach 30 Minuten und anderen Geweben

nach 60 Minuten Bebrutung im Warmeschrank von 37° C erhalten.

— Die prozentuelle Bildung, bezogen auf die Menge der zuge-

setzten zu priifenden Verbindung, wachst mit Abnahme der Sub-

stratquantitat, besonders bei Versuchen mit Brenztraubensaure,

Oxalessigsaure und yS-Oxybuttersaure. Eine Ausnahme macht die

a-Ketoglutarsaure. — iMit gekochtem Gewebe kann garkeine CS-

Bildung erzielt werden.

3. Von den Gewebsgiften hemmen die Arsenigsaure, Cyanid

und Toluol die CS-Bildung, wahrend dagegen Fluorid keinen

nennenswerten Einfluss hat ausser in sehr grossen Konzentratio-

nen. — Malonsaure hinder! die CS-Synthese aus alien anderen

Verbindungen ausser den 4-C-Dicarbonsauren abgesehen von der

Bemsteinsaure; die CS-Bildung aus den zuletzt erwahnten Sauren

ward im Gegenteil eher vermehrt durch Malonsaure.

4. Zu starkerer CS-Bildung als bei nur alkalischer Reaktion

kommt es durch Zusatz von Milchsaure, Brenztraubensaure,

n-Buttersaure, yS-Oxj'buttersaure, Bemsteinsaure, Fumarsaure,

1-Apfelsaure, Oxalessigsaure, a-Ketoglutarsaure, Citraconsaure und

Brenztraubensaurealdol zu den Gewebesuspensionen. Was speziell

den zuletzt erwahnten Brenztraubensaurealdol anbelangt, gibt

er eine \iel schlechtere CS-Ausbeute als Brenztraubensaure.

Auch die Mesoxalsaure, iso-Buttersaure, Crotonsaure, Weinsaure

(inaktiv), Glutarsaure und Adipinsaure rufen eine Zunahme der

CS-Bildung hervor, wenn auch in viel geringerem Masse. Ganz

ohne Wirkung sind dagegen Acetaldehyd, Essigsaure, Glycolsaure,

Propionsaure, Gluconsaure, Malonsaure, Tartronsaure, 1-Weinsaure,

Acetondicarbonsaure, Itaconsaure, Tricarballylsaure, /?-Glycerin-

phosphqrsaure und Glucose. Von den Aminosauren wirkt weder die

1- noch die d,l-Glutaminsaure, dagegen steigert die Asparaginsaure

die CS-Bildung und zwar sonderbarerweise die dem Organismus

fremde d,l-Form mehr als die reine 1-Form.

5. Von den untersuchten Geweben kommt es bei Zusatz der

zuerst erwahnten Sauren-Gruppe zur CS-Bildung in Herzmuskel,

Nieren, Skelettmuskel, Testis, Nebennieren, Gehirn, Thymus,

Lungen, Leber und Milz. In der Schilddruse, im Blut und in den

roten Blutkorperchen ward aber garkeine CS gebildet.

6. Im allgemeinen erhalt man die starkste CS-Bildung mit

O.xalessigsaure mit Ausnahme des Herzmuskels, in dem aus 1-Apfel-

saure mehr gebildet zu werden scheint, Nach Waschen des Herz-

muskelgewebes verhalt sich dieses Gew’ebe aber wie die anderen. In
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Herzmuskel, Leber und afflz wird ebenfalls mehr CS nach Zugabe
von a-Ketoglutarsaure als von Oxalessigsaure gebildet. Audi in den
iibrigen Geweben verhalt sich die a-Ketoglutarsaure mehr wie die

erste Saure der Dehydrierungsreihe der 4-C-Dicarbonsauren, die

Oxalessigsaure, als we die letzte, die Bernsteinsaure, Die SteJIung

der Brenztraubensaure, ^-Oxybuttersaure und n-Buttersaure in

der Reihenfolge ihrer Wirkungsgrosse nach variiert eRvas in den
verschiedenen Geweben. Mit Ausnahme von Versuchen in Nieren-

gewebe ist die erste Saure regelmassig viel effektiver als die beiden

anderen, deren Reihenfolge die Obige ist. Ausser in Leber, Gehirn

und Nieren ist aber die CS-Bildung aus den beiden letzteren Sauren
viel schwacher als aus alien anderen. Die d,l-Asparaginsaure hat

ungefahr eine ebenso starke Wirkung wie die Fumarsaure und
1-Apfelsaure. — Trotz zahlreicher Versuche konnte eine Zunahme
der CS-Bildung durch Acetondicarbonsaure in keinem Gewebe
festgestellt werden.

7. Bei Zusatz von Brenztraubensaure, )5-Oxybuttersaure und
Milchsaure zusammen mit 4-C-Dicarbonsauren wird mehr CS
gebildet als von jeder der erwahnten Sauren allein. Ahnlich ver-

halt sich auch die Essigsaure, aber nur im Herzmuskel; auch ist

ihre Wirkung im Vergleich zu den anderen Sauren sehr gering. Die

j3-Glycerinphosphorsaure, Mesoxalsaure, n-Buttersaure, Glycolsaure,

Oxalsaure und der Acetaldehyd geben dagegen ein negatives Er-

gebnis auch bei Kombinationsversuchen.

8. Besonders stark ist die Wirkung der 4-C-Dicarbonsauren zu-

sammen mit Brenztraubensaure im Herzmuskel und in Nieren-

gewebe. Berechnet man den Durchschnittswert der CS-Bildung der

Gewebe aus Fumarsaure, 1-Apfelsaure und Oxalessigsaure zusammen

mitBrenztraubensaure erhaltman folgende Reihenfolge: Herzmuskel,

Nieren, Skelettmuskulatur, Nebennieren, Testis, Gehirn, Thymus,

Lungen, Milz, Leber und Schilddriise. In dem zuletzt genannten

Gewebe erhalt man ebenso, wie mit hamolysiertem oder nicht-

hamolysiertem Blut, iiberhaupt keine positiven Resultate.

9. Im allgemeinen ruft in Kombinationsversuchen die Oxalessig-

saure die starkste Steigerung der CS-Bildung hervor, die a-Keto-

glutarsaure, die Vorstufe der Bernsteinsaure dagegen dieschwachste.

Eine Ausnahme bildet jedoch der Herzmuskel, in dem, genau wie

bei den Versuchen mit einzelnen Sauren, die 1-Apfelsaure starker

wirkt, Auch hier andert sich das Verhaltnis nach Waschen des

Gewebes.—Die Gewebsgifte verhalten sich bei den Kombinations-

versuchen wie bei den Versuchen mit nur einer Saure. Die

hemmende Wirkung der Malonsaure bei Versuchen mit Brenz-

9
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traubensaure und /?-Oxybuttersaure wd jedoch durch die 4-C-

Dicarbonsauren aufgehoben.

10. Die grosste CS-Menge, welche Gewebe mit dem starksten Bil-

dungseffekt, also Herzmuskelgewebe, aus Brenztraubensaure und

1-Apfelsaure als Ausgangsstoffe synthetisieren konnten, war 0.0084 g
CS pro 1 g Gewebe er^tsprechend einer 0.225 % Lbsung. Optimal

wurde bis zu 69 % der Ausgangsverbindungen als CS erhalten.

In den optimalen Kombinationsversuchen wurde mehr CS gebildet

als die zugesetzte Menge jedes Ausgangsstoffes fiir sich betrug.

In den verschiedenen Geweben entstand ausserdem am meisten CS
bei Zusatz der einzelnen 4-C-Dicarbonsauren in verschiedenem

Mengenverhaltnis.

11. Die /?-Oxybuttersaure gibt zusammen mit den 4-C-Dicarbon-

sauren positive Ergebnisse in Leber, Nieren, Herzmuskel und

'Skelettmuskel und zusammen mit Oxalessigsaure auch in den

anderen untersuchten Geweben.

1 2. Im Gewebe des Rindes versch^vindet die CS aerob etwas schnel-

ler als anaerob und zwar in den verschiedenen Geweben in folgender

Reihenfolge: Leber, Herzmuskel, Nieren, Skelettmuskulatur, Lun-

gen, Gehim, Testis, Schilddruse, Thymus, Nebennieren und Milz.

Im Blut, auch im hamolysierten, verschwindet die CS nicht.

13. Arsenigsaure und Fluorid verhindern nicht den CS-Abbau,

dagegen scheinen dies Cyanid und MalonsSure in gewissem Grade

zu tun. Toluol hat keine sichere Wirkung. In Suspensionen, die

nur CS abbauende Enzyme enthalten, rufen auch die Vorlaufer

der CS keine Verminderung des Abbaus hervor.

14. Die bekannten Dehydrasepraparate enthalten garkeinesyn-

thetisierenden Enzyme. Durch Alkohol-, Ather- Oder Acetonbe-

handlung werden sie vOllig zerstort. Bei Extraktion mit Puffer-

Idsungen sind sie nicht aus dem Gewebe zu entfernen, an das sie

alien Anschein nach sehr fest gebunden sind. Nach wiederholtem

Waschen der Gewebe kommt die CS-Bildung, besonders in Kom-
binationsversuchen am deutlichsten zum Vorschein, da der iiber-

wiegende Teil der abbauenden Enzyme jetzt weggelost 'ist. So-

wohl die auf- als auch die abbauenden Enz3Tne der CS scheinen

sich in kalter Umgebung recht gut zu halten.

15. Milchdriise, Schilddruse, Testis, Eierstocke, Gehim, Lungen,

Nebennieren, Bauchspeicheldruse, Thymus, Nieren, Milz, Parotis,

Skelettmuskulatur, Herzmuskel und Leber enthalten CS in der

angefiihrten Reihenfolge. Die drei zuletzt genannten Gewebe haben

einen CS-Gehalt, der kleiner ist als der Blutspiegel. Besonders beach-

tenswert ist der hohe CS-Gehalt der Schilddruse (29.5—123.0 mg %)•
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Berichtigungen.

S. 10, Z. 21 von oben, stall Fumarsaure lies Bs- Fumarsaure.

S. 39, Z. 19 von oben, stall S. 421 lies S. 41

•S. 40, Z. 7 von unlen, stall von grosster Bedeuliing. Fleisch von lies

von grossler Bedeutung, Fleisch von.

S. 48, Z. 4 von oben, stall 2m lies (m .

S. 70, Z. 4 von union, stall A' (80%) lies A' (20%).

S. 76, Z. 4 von unlen, stall B' (42 %) lies B' (58 %).

S 95, Z. 13 von oben, stall gemachl lies bestinunt.

S. 118, zwischen Z. 7 und Z. 8 ist cinzufijgen: Einbeck, H., Z. physiol.

Chem. 1913, 87, 145.
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K A PI TEL I.

Literaturiibersiclit imd Zielsetziuig.

D ie Kennlnis der Bernsteinsaure (hier abgekiirzl= Bs
)

als

Stoffwechselprodukl geht auf Pasteur (1869) zuriick, der

zeigen konnle, dass bei der normalen alkoholischen Garung Bs

gebildet ^Yird. Was das \'orkommcn von Bs bei hoheren Tieren,

so bei den Saugern, angebt, war man lange der Ansicht, die

Saure komme normal nicht in den Geweben vor, sondern werde
bei Faulnis als Baklerienprodukl gebildet. Man fand indessen

in Liebigs Fleischextrakt ziemlicb reichliche Mengen Bs, und
mehrere Forscher vertrafcn seildem enlscliieden die Ansicht,

dass Bs normal in Muskulatur vorkomme. Mit der Zeit wurde
auch festgestellt, dass Bs (in niedriger Konzentration) ein nor-

maler Bestandteil der Muskulatur und anderer Gewebe melirerer

Siiugcr ist (Literatur siche Blumenthal 1894, Einbeck 1913,

Moyle 1924, Massart u. van Grembergen 1938).

Die moderne Bs-Forschung wurde damit eingeleitet, dass

Thunberg (1909) die Einwirkung von Bs auf die Atmung uber-

lebender Muskulatur nachwies. Die Untersuchungen, die seither

liber Bs und ihre Rolle im Stoffwechsel ausgefiihrt worden sind,

lassen sich wegen ihrer grossen Zahl und ihres Umfangs

kaum iibersehen. Literaturzusammenstellungen findet man bei

V. Euler (1934), Oppenheimer (1939), Nord u. Weidenhagen
(1940). Siehe aucli die Obersicbten in den Ergebnissen der

Enzymforschung Bd. 1—8, 1932—1939 und Ann. Review of

bioehemislry Bd. 1—9, 1932—1940.
Hinsichtlicb der Rolle, die die Bernsteinsaure im Stoffwechsel

des Vertebratenorganismus spielt, bestehen zur Zeit zwei Tlieo-

rien Nach der einen ist Bs ein Metabolit, d. h. ein Glied des

^ Der Bs-Stoffwcchsel anderer Organisnien (vrie Pilze, Baklerien, Pflan-

zen) w'ird hier nicht behandell. Literatur hicruber geben die obengenann-

ten Zusammenstellungen an.

1
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intermediaren Stoffwechsels. Nach der andern dient Bs als

Katalgsator bei der Gewebsoxydation, beim Transport des Was-
serstoffs von den Wasserstoffdonatoren auf den endgultigen

Wasserstoffacceptor Sauerstoff.

Bs als Metabolit.

Nach dieser Tbeorie bildet Bs ein Glied einer Reihe von Reak-

tionen des intermediaren Stoffwechsels. Die Erforscliung der

Bs und ihrer Aufgabe im Stoffwechsel lasst sich nach zwei

Hauptlinien verfolgen: Wie wird Bs eliminiert und wie wird Bs
gebildet?

Eliminierung von Bs: Ein Zusatz von Bs zu zerschnittener

Muskulatur bewirkt eine starke Zunahme des Sauerstoffver-

brauchs (Thunberg 1909). Die Muskulatur verbrennt dabei

Bs zu Fumarsaure. Ein Teil der gebildeten Fumarsaure wird

enzymatisch durch Wasseraddition in Apfelsaure umgewandelt

(Batelli u. Stern 1911, ^Einbeck 1914, 1919). Thunberg

(1917) konnte spater zeigen, dass gewaschene Muskulatur anae-

rob nach Zusatz von Bs schnell Methylenblau entfarbt.

Die Entfarbung beruht darauf, dass das Melhylenblau pro Molekul zwei

Wasserstoffatome aufnimmt und so zu dem farblosen Leukomethylenblau

reduziert wird. Das Melhylenblau wirkt bei dieser Reaktion als „Wasser-

sloffacceptor“ und die Bs als „Wasserstoffdonalor“.

Bei der Ausdeulung seiner Befunde ging Thunberg von der damals ge-

rade aufgestelllen Tbeorie Wielands aus, dass gewisse Oxydationen keine

Zufuhrung von Sauerstoff, sondern vielmehr eine Entfernung von Wasser-

stoff, sog. Dehydrierung, darstellen. Thunberg halt es fur wahrscheinlich,

dass das aktive Prinzip der Bs-Dehydrierung in der Muskulatur ein Enzym

isl und schlagl die Bezeichnung Succinodehydrogenase vor. Samtlichc Kor-

pergewebe, vielleicht mit Ausnahme der Linse (Ahlgren 1923 b, 1927 a),

enlhallen Succinodehydrogenase.

Bs wurd bei anaeroben Methylenblau-Versuchen ebenso urn-

gesetzt wie aerob (siehe oben) (Fischer 1927, Hahn u. Haar-
MAAN 1928). Hahn und seine Mitarbeiter haben die Umsetzung
der bei der Bs-Dehydrierung gebildeten Fumarsaure und Apfel-

saure untersucht. Im Verlauf dieser Forschungen ergab sich

(zum Teil im Zusammenhang mit friiheren Arbeiten anderer

Forscher), dass Apfelsaure enzymatisch zu Oxalessigsaure de-

hydriert wird. Die letzlere wird spontan zu Brenztraubensaure

dekarboxyliert (Ubersicht und Zusammenfassung dieser Ver-
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suche bei Hahn 1932). Die Frage der weiteren Umsetzung der
Brenztraubensaure ist noch nicht endgiiltig gelost.

Fiir die Elimination der Bs in vitro lasst sich also folgendes
Schema aufstellen:

COOH
1

COOH
1

COOH
1

COOH
1

-o-
to

1

CH
1

CH,
1

CH, CH,
1 ii

->
1 1

->
1

CH, CH
1

CH(OH) CO GO
1

COOH COOH
j

COOH COOH
1

COOH
Bs Fumarsaure Apfelsaure Oxalessigsaure Brenz-

trauben-
saure

Alle obenerwahnten Versuche sind in vitro gemacht worden,
mit Schnitten, Brei oder Extrakt verschiedener Gewebe und von
verscliiedenen Tierarten (von Fischen und Amphibien bis zu

Saugern, auch vom Menschen).

In vivo wird per os oder parenteral einverleibte Bs praktisch

vollstandig eliminiert (Longo 1877, Marfori 1896, Baer und
Blum 1907, Flaschentrager 1926, Balassa 1937, Bernhard
u. Andreae 1937, Verkade et al. 1937, Krebs, Salvin u. John-

son 1938, Krusius 1940). Welche Stoffe bei der Umsetzung

von Bs in vivo gebildet werden, ist nicht bekannt. Man ver-

mutet, dass der in vitro nachgewiesene Reaktionsverlauf vor sich

geht.

Bs kann in \dvo Kohlehydrat bilden. Dies ist teils dadurch

gezeigt worden, dass man phlorizindiabetischen Hunden Bs

einverleibte, wodurch die Glykosurie zunahm (Ringer, FkaNkel
u. Jonas 1913). Teils hat man nach Zufiihrung von Bs eine

Zunahme des Glykogens der Leber festgestellt (Ponsford u.

Smedley-Maclean 1932, Majer u. Reisner 1933, StOhr 1933,

1938). In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass Bs

einen gewissen antiketogenen Effekt hat, der ebenso stark ist

wie derjenige der acpiivalenten Menge Glykose (Mackay, Sher-

rill u. Barnes 1939)

^ Die Leislungsfahigkeit eines monojodessigsaurevergifteten Froschmus-

kels wird durch zugefiihrte Bs, Fumarsaure oder Glycerinphosphorsaure

nicht beeinflusst. Erst nach mechanischer Schadigung des Muskels tritt

bei einem Zusatz einer dieser drei Sauren eine Steigerung ein (Grimlund

1936). Es fragt sich, ob man aus diesen Versuchen mit geschadigter Mus-
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Ober die Kohlehydratbildung aus gewissen Fettsauren fiber Bs siebe S. 7.

Bs-Synthese: Hinsichllich der Rolle der Bs im intermediaren

Stoffwechsel legte Thunberg (1920) einige Hypothesen vor, die

spaler weiter entwickelt wurden (Ahlgren 1923 a, 1927 b).

Nach diesen Forschern ist Bs ein died eines Kreisvorgangs.

Brenztraubensaure, die bei der Bs-Umsetzung gebildet worden

ist (siebe das obige Schema), wird zu Acetaldehyd dekarboxy-

liert. Das Acetaldehydhydrat wird zu Essigsaure dehydriert.

Durcb Dehydrierung von 2 Molekiilen Essigsaure wird ein Mole-

kiil Bs gebildet.

CH3 CH3 CH3
i

1 I

->

CO CHO CH(0H)2
I

COOH
Brcnztraubensiiure Acetaldebyd Acetaldebydbydrat

COOH
I

COOH
1

CH
3

1

CH
3

CH
3

1

CH
2

I

^

I

COOH COOH
2 .Molckfilc Essigsaure 1 Molckfil Bs

Die letztgenannte Reaktion war das einzige hypothetische

died dieser Theorie. Die beiden vorhergehenden Reaktionen

konnen unter gewissen Versuchsbedingungen slattfinden.

Bs-Bildung durcb Debydrierung von zwei Molekiilen Essigsaure ist spiiter

bei gcwisscn Mikroorganismen (Baklerien, Pilzen) festgestellt worden. Ein-

scliliigige Lileralur siebe bei Oppe.vheimer (1939). Man bat diese Reaktion

bei Vortebralen noch nicbt nacbwcisen konnen. (Siebe jcdocb Cedrangola
1937, Elliott u. Greig 1937, Weil-Malherbe 1937. Moglicberwcise ist

aus den Vcrsucben diescr Forscber cine gewissc Wabrscbeinlicbkeil dessen,

dass Bs-Bildung aus Essigsaure slaltfindct, zu entnehmen.)

kulalur Schlussfolgerungen fiber den normalen Stoffwecbsel des Muskels

zichcn kann. Harrison (1939) bat untersucbt, ob Froscbmuskel bei Arbeit

11 . a. Bs und Fumarsfiurc verbrauchl, Der (unbesebadigte) Muskel kann
Fumarsfiure scbnell lunsclzen, nicbt aber Bs.

CH3

I

COOH

Essigsaure
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Seit Aufstellung dieser Theorie von Thunberg und Ahlgren

war man ziemlich auf den Gedanken eingeschworen, dass Bs

ein Glied in einem Kreisvorgang sei. Dass unter gewissen Ver-

suchsbedingungen Bs-Bildung aus Brenzstraubensaure erfolgt,

kann jedoch als erwiesen angesprochen werden (Toennissen u.

Brinkmann 1930, Elliott u. Greig 1937, Webl-Malherbe
1937 u. a.).

Von dieser Tatsache ausgehend, hat man auch andere Hypo-
thesen und Theorien aufgestellt. Nach Toennissen u. Brink-

mann (1930) werden unter Dehydrierung 2 Molekiile Brenz-

traubensaure zu einem Molekul aa^-Diketoadipinsame konden-

siert, das dann zu Bs umgesetzt wird.

a-Ketoglutarsaure wird durch Kondensierung und Dekar-

boxylierung von 2 Molekiilen Brenztraubensaure gebildet (Weil-

Malherbe 1936) Oder durch Kondensierung und Dehydrierung

eines Molekuls Brenztraubensaure und eines Molekiils Essig-

saure (Krebs 1936). Die a-Ketoglutarsaure wird dann zu Bs
umgesetzt.

Krebs hat die Theorie eines „Citronensdurezyklus“ aufgestellt

(Krebs u. Jonhson 1937) und sie durch mehrere Tatsachen

erharten konnen. Nach dieser Theorie wird aus einem Molekul

Oxalessigsaure und einem Molekul Brenztraubensaure ein Mole-

kiil Citronensaure gebildet. Das Gewebe setzt dann die gebil-

dete Citronensaure iiber Aconitsaure, Isocitronensaure und a-

Ketoglutarsaure zu Bs um. Die weitere Urasetzung der Bs
zu Oxalessigsaure oder Brenztraubensaure erfolgt nach dem
Schema S. 3. (Literatur bei Krebs u. Eggleston 1940, Krebs
1940 b, Smyth 1940, Hallman 1940, MArtensson 1940, Kru-
sius 1940). Es kann als festgestellt gelten, dass eine solche

Citronensauresynthese in vitro stattfinden und dass Citronen-

saure unter gewissen Versuchsbedingungen in vitro Bs bilden

kann.

Die Mefaboliten dieses Citronensaurezyklus werden nicht ver-

braucht, sondern bilden sich standig neu, mit Ausnahme der
Brenztraubensaure, von der bei jedem Kreislauf dieses Zyklus
ein Molekul verbrannt wird. Die iibrigen Sauren dieses Citro-

nensaurezyklus dienen dabei somit als Katalysatoren. Das
Substrat dieser Katalyse, Brenztraubensaure, wird nach Krebs
beim Kohlehydratabbau gebildet.



6 SVEN FORSSMAN

COOH COOH CH^.COOH CH.COOH

CO
j

CH,

\

I

4- CO

!! \0H
/COOH C.COOH -> CH.COOH

!\OH
i

CH.,.COOH CH2.COOH CH^.COOH

COOH
Brenztrau- Oxalessig- Citroncnsaure Aconitsaure Isocitronensaurc

bensaure sjiure

CO . COOH

-> CH.COOH

CH, . COOH
(Oxalobernsteinsaure)

CO . COOH

CH„

CH^.COOH
«-Ketoglutarsaure

CH2 . COOH

CH^.COOH
Bs

Gewisse Versuche mil Muskulatur in vitro lassen daranf schliessen, dass

die Wirkung dcs Insulins moglicherweise mil der Vmsefzung dcr Citronen-

sanrc und dcr Ct-Sduren zu tun hat (Krebs u. Eggleston 1938). Diese

Versuche sind spater einwandfrci bestatigt worden (Shorr u. Barker 1939,

Stare u. Baumann 1940 b). Die Forschiing hat sich gerade erst dieser Frage

zugewandt. Es lasst sich daher einslweilen nicht beurteilcn, welche prak-

tischen und theorctischen Konsequenzen diese Versuche haben konnen.

Bs kann auch auf anderen Wegen gebildet werden, so durch

Dismutierung von 2 Molekiilen o-Ketoglutarsaure (Weil-

Malherbe 1937), oder durch eine solche Reaktion zwischen

einem Molekiil a-Ketoglutarsaure und einem Molekiil einer an-

deren Ketosaure, z. B. Acetessigsaure (Krebs u. Johnson 1937).

Krebs ist der Meinung, dass die Ketosauren in der Regel nach
diescm Prinzip umgesetzt werden.

Alinlich kann o-Ketoglutarsaure mit aus dieser Saure gebil-

deler Iminoglutarsaure reagieren. Dabei wird die erstere zu Bs
und Kohlensaure oxydiert, wahrend die letztere zu Glutamin-
siiure reduziert wdrd (Krebs u. Cohen 1939.

CO. COOH
f

(+ H3N) C(NH) . COOI
I

CH.
1

i

CH3

CH^.COOH CH^ . COOH
«-KctogIutarsaurc Iminoglutarsaure
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CO.COOH C{NH) . GOOH
j

GH(NH„) . GOOH
1

1

GH, + GH^ CH„ -f CHo.GOOH
j

CHa.COOH
1

CHj.COOH
j

CH, . GOOH
j

CH„ . GOOH
«-Ketoglutar-

saurc

Iminoglutar-
saurc

Glutaminsaure Bs

Zerkleinerte Muskulatur bildet Bs nach Zusatz von Asparigin-

saure und Glutaminsaure (Moyle 1924). Perfundierte Leber

bildet Bs nach Zusatz von Arginin (Felix, zitiert nach Lehnartz
1937).

Leberextrakte kdnnen nach Zusatz von /?-Oxibuttersaure Bs
bilden (KDhnau 1928),

Nach einer Hypothese von Blixenkrone-MOller (1938) soil

die Bildung von Kohlehydraten aus gewissen Fettsauren iiber

Buttersaure, Bs und Brenztraubensaure erfolgen. Die Leber soli

dabei Bs aus Buttersaure bilden konnen.

CH3 GOOH
1

j

CH,
1

1

CHj

1

CHj CHg

j

®

j

GOOH GOOH
Buttersaure Bs

Schliesslich sei erwahnt, dass zerkleinerte Muskulatur anaerob
spontan Bs bildet. Die so gebildete Bs lasst sich dann unter

aeroben Versuchsbedingungen eliminieren (Moyle 1924, Need-
ham 1927).

Kritik: Bs-Sgnthese aus Essigsdure nach Tliunberg—^Ahlgren

hat fiir Vertebraten bisher nicht festgestellt werden konnen.
Zudem sind samtliche Versuche, die zugunsten dieser Theorie
sprechen konnten, in vitro ausgefuhrt. Bs-Bildung aus Brenz-

traubensdure ist in vitro festgestellt Avorden, nicht aber in vivo

(nur in technisch unvollkommenen Organperfusionsversuchen
mit ziemlich langdauernder Unterbrechung des Kreislaufs zwi-

schen dem Tode des Tieres und dem Beginn der Perfusion,

Toennissen u, Brinkmann 1930).
Krebs’ Citronensdurezyklus ist von seiten Szent-Gyorgyis und

seiner Schuler (Breusch 1937 und 1939, Thomas 1939) heftiger

Kritik ausgesetzt worden. Nach diesen Forschern erfolgen
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Synthese und Abbau der Citronensaure nicht mit geniigender

Gesclnvindigbeit. Diese Kritik ist als vollig widerlegt anzusehen

(Krebs u. Eggleston 1940, Krebs 1940 a). Breusch (1939)

will zudem gellend machen, diese Citronensauresj^nthese erfolge

nur in Nierengewebe. Andere Forscher (Literatur siehe bei

Krebs u. Eggleston 1940, Smyth 1940, Hallman 1940) hin-

gegen haben diese Citronensaurebildung in mehreren anderen

Geweben festgestellt, u. a. in Herz- und Skelettmuskulatur.

Leber, Hoden.

Stare u. Baumann (1940 a) haben vor kurzem Krebs’ Tlieorie des Citro-

nensaurezyklus stark krilisiert. Diese Kritik -wird zum grosslen Teil durch

die spater von Krebs und seincn Milarbeitern veroffentlichten Versuche ent-

kraflet (Krebs u. Eggleston 1940, Krebs 1940 b, Smyth 1940).

Alle bier referierten Versuche uber den Citronensaurezyklus

sind in vitro an Schnitten, Brei Oder Extrakten verschiedener

Gewebe ausgefiihrt worden. Versuche, den Citronensaurezyklus

einwandfrei unter durchaus physiologischen Bedingungen nach-

zuweisen (in vivo, am ganzen Tier oder bei Organperfusion),

sind misslungen. Die Metaboliten des Citronensaurezyklus rufen

zwar am ganzen Tier eine gesteigerte Citronensaureausscheidung

mit dem Harn und eine erhohte Citronensaurekonzentration im
Blut hervor (Orten u. Smith 1937, Kbebs, Salvin u. Johnson
1938). Indessen sind diese Ergebnisse, wenigstens was die

Apfelsaure anlangt, kein Beweis des Citronensaurezyklus, wie

durch nahere Analyse der Versuchsbedingungen festgestellt

w'orden ist (MArtensson 1940).

Tatsachen, welche direkt bestatiglen, dass aai-Diketoadipin-

saure (Toennissen u. Brinkmann 1930) oder Buttersaure

(Blixenkrone-MOller 1938) die physiologische Muttersubstanz
der Bs ware, sind bisher nicht vorgelegt worden.

Alle referierten Versuche sind in vitro ausgefuhrt. Mit einer

Ausnahme (Moyle 1924, Needham 1927, siehe S. 7) waren es

„Belastungsversuche“, d. h. ein Stoff wird dem Enzympraparat
zugesetzt, wobei man die Umsetzung dieses Stoffes oder die

dabei gebildelen Stoffe studiert. Die Schlussfolgerungen hin-

sichtlich physiologischer Verhaltnisse, die sich aus solchen Ex-
perimenten ziehen lassen, sind selbstverstandlich begrenzt. Man
kann daraus keine direkten Schlusse in bezug auf den Stoff-

wcchsel intakter Gewebe (in vivo) ziehen. Dies w'ird allzuoft

vergessen, Irotzdem mehrere Autoren es betonen (Thunberg
1920, Szent-Gy5rg\l 1937, Wieland et al. 1939). Wieland
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schreibt in einer Arbeit iiber die Umsetzung von Brenztrauben-

saure und Oxalessigsaure folgendes (Wdsland et al. 1939,

S, 155): „Man muss beachten, dass die Veranderungen, die im
abgetrennten und zerkleinerten Organ studiert werden konnen,

hochstens dariiber Auskunft geben, was die noch wirksamen
Enzyme leisten konnen, nicht aber was das intakte Organ im
normalen Stoffwechsel wirklich leistet“.

Hinsichtlich der Umsetzung von Bs in vivo ist nur gezeigt

worden, dass zugefiihrte Bs schnell und praktisch vollstandig

eliminiert wird.

In vitro wird Bs zu Brenztraubensdure abgebaut und kann
von hier aus resgnthetisiert werden, entweder iiber Citronen-

sdure oder auf direkterem Wege uber a-Ketoglutarsdure. Bil-

dung von Bs in vitro aus anderen Stoffen ist nachgewiesen

(Asparaginsaure, Glutaminsaure, Arginin) bzw. aus bestimmten

Grunden angenommen worden (aai-Diketoadipinsaure, Butter-

saure, Essigsaure).

In vivo zugefiihrte Bs wird schnell eliminiert, hierbei kann
Kohlehgdrat gebildet werden.

Letzteres, nebst der Tatsache, dass Bs normal in verschiede-

nen Geweben vorkommt, macht es wahrscheinlich, dass die Bs
irgendwie am normalen intermediaren Stoffwechsel beteiligt ist.

Bs als Katalysator.

Nach Szent-Gyorgyi dient die Bs als Katalysator beini

Wasserstofftransport der Gewebsoxydation (Gozsy u. Szent-

GyOrgyi 1934). jMit der Zeit hat Szent-Gyorgyi gewisse Teile

seines theoretischen Systerirs modifiziert. Die folgende Darstel-

lung stiitzt sich auf die in Szent-Gyorgyis letzten Schriften vor-

gelegte Gestalt der Theorie

Der physiologisch wichtigste Wasserstoffdonator ist nach
Szent-Gyorgj'i Triosephosphat, das vom Gewebe zu Brenztrau-

bensaure oxydiert wird. Der Wasserstoffacceptor fiir den bei

dieser Dehydriemng freiwerdenden Wasserstoff ist im Gewebe
die Oxalessigsaure, die hierbei mit Hilfe von Malicodehydro-
genase zu Apfelsaure reduziert wird. Diese Saure steht durch
Fumarase stets im Gleichgewicht mit einer gewissen Menge

^ Eine vollslandige Darstellung der Theorie findet sich in Szent-OyOrgyi,

(1937 b); kurzere Ubersicht Szent-GyOrcyi (1939). Siehe auch Oppenheimer
(1939) und Nord u. Wetoenhagen (1940).
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Fumarsaure. Darauf wird die gebildele Apfelsdure dehydriert

imd Oxalessigsaure wiedergebildet. Als Wasserstoffacceplor

fungiert (fiber das Protoflav) Fumarsaure, die mit Hilfe der

Succinodehydrogenase zu Bs reduziert wird. Es wird also mit

anderen Worten Apfelsaure-Fumarsaure zu Oxalessigsaure und

Bs „dismutiert“. Die gebildete Bernsteinsdure wird dehydriert,

es bildet sich erneut Fumarsaure und der dabei freiwerdende

Wasserstoff wird auf das C5dochrom C tibertragen. Auf dem
Wege fiber Cytochrom und Cytochromoxydase gelangt der

Wasserstoff an den endgfiltigen Wasserstoffacceplor, den Sauer-

stoff.

Die obengenannten vier Sauren — alle enthalten 4 Kohle-

atome, weshalb Szent-G3mrgyi sie die Ci-Sauren nennt, — dienen

also als Katalysatoren beim Wasserstofftransport. Der „Strom“

von Wasserstoff, der bei der Gewebsoxydation von den Wasser-

stoffdonatoren zum Sauerstoff geht, passiert nach 3zent-Gy6rgyi

zum allergrossten Teil das C4-Saurensystem. Die C4-Sauren

schwingen dabei zwischen reduzierten und oxydierten Formen.

Die Succinodehj'drogenase und Malicodebj-^drogenase sind

nach Szent'Gy6rg)d keine' Dehydrogenasen, sondern H-Trans-

portasen, wobei Fumarsaure und Apfelsaure-Oxalessigsaure

eher die prosthetischen Gruppen dieser Enzyme als ihre Sub-

strate sind.

Szent-Gyorgyis Theorie kann durch folgendes Schema ver-

anschaulicht werden :

Mnlicodehydrogennse, Succinotlehydrogennse
Coenzym

COOH COOH COOH COOH
2H

1
2H

!
H„0

1
2H

i

CO CH(OH) CH -> CH»
Dehydrogenase —> j t

^
11

4—
I

Coenzym -f Tri- CH, CH, Fumarasc CH CH,
oseptiosphat

| 1 1 1

COOH COOH COOH COOH
(Wnssersloffdonnfor) Oxnlessigsuure ApfelsSure Fumarsaure Bs

Szent-Gyorgjds Theorie hat einige Kritik hervorgerufen, ist

aber fiberraschenderweise ziemlich allgemein angenommen wor-
den (siehe z. B. Stern 1940, Franke 1940, Krebs u. Eggleston
1940, Kutscher u, Sarreiter 1940). Ich werde zunachst die

wichtigsten Tatsachen anffihren, wmrauf Szent-Gyorgyi seine

Tlieorie stiilzt, dann ganz kurz auf die Kritik eingehen und
aiich einige eigene kritische Gesichtspunkte vortragen.

Tatsachen zur Stutze der Ct-Sdurenhatalyse (hauptsachlich
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aus den Untersuchnngen Szent-Gyorgyis und seiner Mitar-

beiter):

1 . Katalgsenwirkung der Ci-Sduren: Ein Zusatz einer C4
-

Saure (Bs, Fumarsaure, Apfelsaure) steigert den Sauerstoffver-

brauch von Muskulatur in vitro. Diese Steigerung ist grosser,

als es die vollstandige Verbrennung der zugesetzten Sauremenge

bedingt. Zugesetzte Fumarsaure und Apfelsaure werden nicht

verbraucht, sondern lassen sich innerhalb der Fehlergrenzen

der Methode nach Beendigung des Versuchs quantitativ wieder-

finden. (Eine entsprechende Untersuchung ist fiir Bs nicht aus-

gefiihrt worden). Literatur; GOzsy u. Szent-GyGrgyi (1934),

Straub (1935) S. 47—49, Annau u. Straub (1937). Analysen-

methode fiir Fumarsaure: Straub (1935), Szegedy (1937 a

u. b). Analysenmethode fiir Apfelsaure: Straub (1936), S. 117.

2. Malonathemmung des Sauerstoffverbrauchs: Die Atmung
der Muskulatur in vitro wird in gleichem Grade durch Cyanid

und Malonat gehemmt. (Die Malonsaure hemmt spezifisch die

Succinodehydrogenase.) Nach Szent-Gyorgyi zeigt dies die Be-

deutung der Ci-Saurenkatalyse fur die Atmung und die Bedeu-

fung intakter Succinodehydrogenase hierfiir. Literatur: Szent«

GyOrgyi (1937 b) S. 21, GOzsy u. Szent-GyOrgyi (1934), Stare

u. Baumann (1936) S. 343.

3. Aufhebung der Malonathemmung: Der Sauerstoffverbrauch

von Muskulatur in vitro bei Malonathemmung wird auf die nor-

male Hohe gebracht, wenn man Ct-Sauren (Fumarsaure, Apfel-

saure, Oxalessigsaure) zusetzt. Mehrere andere organische

Sauren, die gleichzeitig untersucht warden, batten nicht diesen

Effekt. (Brenztraubensaure ist nicht untersucht worden.) Be-

merkenswerterweise bleibt ein Zusatz von Bs ohne Einfluss auf

die Atmung bei Malonathemmung. Literatur: GOZSY u. Szent-

GySrgyi (1934), Banga (1935).

4. Die Einzelreaktionen bei Malonathemmung: Bei Malonat-

hemmung von Muskulatur in vitro verschwindet zugesetzte Fu-
inarsaure unter aero&enVersuchsbedingungen. Gleichzeitig wird
etwa die aquivalente Menge Bs gebildet. DerSauerstoffverbrauch
nimmt ab, nachdem die zugesetzte Fumarsaure verbraucht ist.

Anaerob, bei im iibrigen gleichen Versuchsbedingungen, ver-

schwindet indessen die zugesetzte Fumarsaure bei Malonathem-
mung nicht (Straub 1935, S. 48, Greville 1937). — Szent-

Gyorgyi erklart dies damit, dass die Malonsaure die Bs-De-
hydrierung weit starker hemmt als die Fumarsaure-Hydrierung.
Um die Fumarsaure-Hydrierung zu 50 % zu hemmen, ist eine
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5mal starkere Malonatkonzenlration als fiir die entsprechende

Hemmung der Bs-Deh3"drierung erforderlich (Das 1937). Szent-

Gyorgyi zieht daraus folgenden Schluss: Bei Malonathemmung

\Yird die zugesetzte Fumarsaure mit Wasserstoff von den Was-
scrstoffdonatoren hj'drierl. Wegen der starken Malonatliem-

mung der Bs-Dehydrierung kann die dabei gebildete Bs nicht

(oder nur zu einem geringen Teil) dehj’^driert werden und des-

halb keine Neubildung von Fumarsaure erfolgen. Der Sauer-

stoffverbrauch horl somit auf, wenn die zugesetzte Fumarsaure

verbraucht und als Bs fixiert ist. Literatur: Szent-GyOrgyi

(1937 b) S. 22.

5. Oxijdation von Fumarsaure und Reduktion von Oxalessig-

saure: Zugesetzte Fumarsaure wird von Muskulatur in vitro zu

Oxalessigsaure oxgdiert, letztere kann mit H^’^drazin fixiert wer-

den. Audi Glutaminsaure reagiert schnell mit Oxalessigsaure

und kann als Abfangmittel dienen. — Praktisch alle in vitro

zugesetzte Oxalessigsaure wird nach kurzer Zeit als Apfelsaure

und Fumarsaure wiedergefunden. Literatur: Banga (1936).

S. 130, Banga u, Szent-GyOrgyi (1937).

Fumarsaure und Apfelsaure vnirden nach Straub (1935)

analysiert.

6. Die Kohlehydratverbrennung wird. durcli die Ci-Sduren

katalysiert: Die respiratorische Quote bei Malonathemmung
in vitro steigt nach Zusatz von Fumarsaure gegen 1 an. Nach
Szent-Gyorgyi deutet dies an, dass die Kohlehydratverbrennung
(bei der die RQ= 1) von den Ci-Saiuren katalysiert wird. Lite-

ratur: Banga (1936), s. 136, Szent-GyOrgyi (1936) S. 110.

7. Der Wasserstoffdonator bei der CfSaurenkatalyse: Nach
Szent-Gy6rg}’i ist hei Versuchen in vitro Triosephosphat normal
der wichtigste Wasserstoffdonator fiir die Ci-Saurenkatalyse.
Das Triosephosphat wird dabei zu Brenztraubensaure oxy^dierf.

Literatur: Laki (1936) S. 142, Szent-GyOrgyi (1936) S. 112—
113, Banga (1937 a).

8. C^-Sdurenkatalyse in verschiedenen Geweben: Die oben
referierten Versucho sind grosstenteils mit zerkleinerter Brust-
muskulatur der Taube oder mit Extrakt desselben Materials
ausgefuhrt. Ferner hat man andere Gewebe, auch von anderen
Tieren, in vitro untersucht. Dabei wurden bei im ganzen gleich-
bleibender Methodik in der Hauptsache folgende Befunde er-
hoben: a) Der Sauerstoffverbrauch steigt nach Zusatz ..von
Fumarsaure, die dabei nicht eliminiert wird. b) Malonsaure
hcmmt den Sauerstoffverbrauch im selben Grade wie Cyanid.
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c) Die Malonathemmung des Sauerstoffverbrauchs wird dutch

Zusatz von Fumarsaure aufgehoben. d) Bs, Apfelsaure und
Oxalessigsaure baben dieselbe Wirkung wie Fumarsaure (mil

Ausnahme dessen, dass Bs die Malonathemmung nicht aufheben

kann). Literatur: Annau (1935) S. 58, Boyland u. Boyland
(1936), Greville (1936), Stare (1936), Stare u. Baumann
(1936), Banga, Ochoa u. Peters (1939).

9. Vcrsiiche in vivo: Die oben referierien Versuche sind samt-

lich in vitro mit Extrakt, Brei oder Schnitten verschiedener

Gew'cbe ausgefuhrt, Der Stoffwechsel diinner Gewebsschnitte

diirfte mehr mit den physiologischen Verhaltnissen iibereinstim-

men, als der in Brei und Extrakt. Abet auch bei Gewebsschnit-

ten hat eine Scbiidigung des Gewebes stattgefunden. Es ist

deshalb auch hier ungewiss, ob der Versuch den Stoffwechsel

intakten Gewebes wiedergibt (siehe auch S. 9). Es sind nur

wenige in vivo-VersucIie gemacht worden, mit Injektion von

Malonal, Fumarat oder .\rsenit an der Ratte oder am Kanin-

chen und nachher qualitativer Analyse von Aceton und Brenz-

traubensaure im Harn. Intravenos eingespritztes Malonat be-

Avirkt im Harn eine starke Acetonreaktion, die indessen bei

gleichzeitiger Injektion von Malonat und Fumarat ausbleibt. In

Anlehnung an diese Versuche in vivo und ahnliche in vitro nahm
Szent-Gyorgyi an, dass die Bildung von Acelonkorperchen bei

Diabetikern auf mangelnder C4-Saurenkatalyse beruhe. Gab
man Zuckerkranken per os Bs ein, so verschwand die Ausschei-

dung von Acetonkorpern mit dem Harn ganz oder zum Teil

(Koranyi u. Szent-GyOrgyi 1937). Diese Ergebnisse haben

andere Forscher indessen nicht wiederholen konnen. Literatur

siehe MOller, Friedrich u. Buchwald 1938).

Bei Einverleibung von Bs per os beim Menschen findet man
im Harn keine Bs und nur Spuren von Fumarsaure und Apfel-

saure (Balassa 1937).

Dies sind die einzigen Versuche, die C^-Saurenkatalyse unter

physiologischen Verhaltnissen, in vivo, nachzuweisen, die bisher

von Szent-Gyorgyi und seinenMitarbeitern gemacht worden sind.

Kritik von Szent-Gyorgyis Theorie uber die C4-Sdurenkata-

lyse: Was Szent-Gyorgyis Versuchsmethodik angeht, lege ich

nur einige kritische Gesichtspunkte hinsichtlich der Methoden
zur Bestimmung von Bs, Fumarsaure und Apfelsaure vor.

Die Methode zur Bestimmung von Bs (GOzsy 1935) umfasst

Fallung von Eiweiss, Oxydation des Filtrats mit Kaliumperman-
ganat zur Entfernung storender Substanzen und Atherextrak-
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lion. Gewascliene Taubenbrustmuskulatur wird niit der so vor-

behandelten Analysenprobe versetzt. Die dabei verbrauchte

Sauersloffmenge wird mit dem Sauerstoffverbraucli nach Zu-

satz einer bekannten Menge Bs unter sonst identischen Ver-

suchsbedingungen verglichen. Hierdurch wird die in der Probe

vorbandene Bs-Menge berechnel.— Die Oxydation mit Perman-

ganat bewirkt indessen, dass einige Stoffe zu Bs oxydiert wer-

den. So wird a-Ketoglutarsaure unter diesen Versuchsbe-

dingungen quantitativ zu Bs umgewandelt, so dass also mil

dieser Methode Bs + a-Ketoglutarsdme bestimmt werden. Un-

ter gewissen Umstanden kann dies eine wichtige Fehlerquelle

ausmachen (I^rebs 1940 b, S. 777—778),

Bei der Bestimmung der Fumarsdure hat man mit zwei Me-

thoden gearbeitet. Die zuerst ausgearbeitete (Straub 1935)

umfasst Ehveissfallung, Atherextraktion, Beseitigung des Athers

und Losung des restlichen Extraktes in Wasser. Die wassrige

Losung wird mit Permanganat titriert. Durch Vergleich mit

dem Permanganatverbrauch reiner Fumaratlosungen wird die

Fumarsaurekonzentration in der Analysenprobe berechnet. Mit

dieser Methode bestimmt man also ausser Fumarsaure alle aus

saurer Losung atherextrabierbaren Stoffe, die Permanganat ver-

brauchen, d, h. alle dtherldslichen, ungesdttigten Sduren. Audi
Malonsaure wird durch Permanganat oxydiert. Die Spezifitat

der Methode ist also schlecht. — Szent-Gyorgyi Hess spater in

seinem Institut eine neue Methode zur Bestimmung von Fumar-
saure ausarbeiten (Szegedy 1937 a). Diese Methode umfasst
Eiweissfallung und Atherextraktion wie oben. Aus der wass-
rigen Losung der atherextrahierten Stoffe wird Fumarsaure als

Mercurofumarat ausgefallt. Der Niederschlag wird abgetrennt,

gewascben, und das Mercurofumarat wird in Natriumfumarat
ubergefiihrt. Eine bekannte Menge Brom (als Bromwasser)
wird zugesetzt, wobei die Fumarsaure quantitativ zu Dibrom-
bernsteinsaure bromiert wird. Der Bromverbrauch gibt die vor-

handene Fumarsaure-Menge an. Der prinzipielle Unterschied
zwiscben dieser und der ersteren Methode ist nur der, dass zwi-
scben die Atherextraktion und die Titration auf die Menge un-
gesattigter Substanz das Fallen der Fumarsaure als Mercuro-
salz eingescboben ist. Diese Methode gestattet eine etwas hohere
Spezifitat als die vorige, da bier alle dtherldslichen, ungesdttigten
Sduren, die schwerldsliche Mercurosalze geben, bestimmt wer-
den. Szegedy (1937 b) hat mit dieser Methode nur Fumar-
saurebestimmungen in Gegenwart von Bs, Apfelsaure. Brenz-
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traubensfiure und Malonsaure ausgefiilirt. Zum Beispiel Mer-

curooxalat ist schwerloslich. Man kann auch mil dieser Methode
Oxalsaure quantitativ bestimmen. In Versuchen aus Szent-

Gyorgyis Institul (Balassa 1937} ist diese Methode zur Fumar-
saurebestimmung an Menschenharn angewandt worden. Die

dabei erhaltenen „Fumarsaurewerle“ stimmen gut mit der nor-

malen Oxalsaurekonzentration des Hams iiberein. — Auch die

Spezififat dieser Methode ist also unbefriedigend.

Die Eiweissfiillung bei Bestimmung von Fumarsaure nach
diesen Mcthoden bedeulet noch eine Fehlerquelle. Wird das

Eiweiss in der Analysenprobe mit Alkohol ausgefallt, so wird
keine Fumarsaure an den Eiweissniederschlag adsorbiert. Dabei

aber werden inkonstant kleine Mengen von irgendeiner Substanz

exlrahiert, die Permanganat verbraucht. Deshalb ist Alkohol

als Eiweissfiillungsmittel ungeeignet (Straub 1935, S. 44). Statt

dcssen hat man in der Regel Tricliloressigsaure verwendet.

Dabei werden hingegcn 25—40 % zugesetzter Fumarsaure an

den Eiweissniederschlag adsorbiert. Der Verf. hat diesen Ad-

sorptionsvcrlust als Funktion der Fumaratkonzenlralion gra-

phisch darstellen lassen und korrigiert seine Analysenergebnisse

nach diesem Diagramin (Straub 1935, S. 45). Es ist unwahr-

schcinlich, dass diese .Adsorption unter wechselnden Versuchs-

bedingungen mit Anderungen dcr lonenkonzentration, des Dis-

persionsgrades der Eiweissfallung usw. konstant bleibt. Die

quantitativen Berechnungen, die sich auf .Analysenergebnisse mit

dieser Korrektion von 25—40 % griinden, durften sehr un-

sicher sein.

Die Bestimmung von Apfelsaiirc erfolgt durch Feststellung

der gesteigerten Drehung polarisierten Lichtes, die bei Zusatz

von Uranylacetat eintritt (Straub 1936, S. 123). Aus dem ge-

fundenen AVert wird durch A’’ergleich mit der entsprechenden

Steigerung bei reinen 1-Malatl6sungcn die Menge der 1-Apfel-

saure in der .Analysenprobe berechnet. Milchsaure ist nach

Straub der einzige Stoff von praktischer Bedeutung, der die

Bestimmung storen kann. Die Wirkung von Uranylacetat auf

Laktatlosungen ist jedoch nur Vio so stark wie der entsprechende

Effekt auf diselbe Konzentration von 1-Malat. Eine solche

Wirkung von Uranylsalzen ist indessen unter optisch aktiven

organischen Sauren nicht so selten. Die Drehung polarisierten

Lichtes der Losungen von Isocitronensaure und I-a-Oxyglutar-

saure wird nach Zusatz von Uranylacetat in elwa demselben
Grade gesteigert, wie fiir Malallosungen. Es ist unmoglich zu
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entscheiden, welche Rolle diese beiden Sauren bei der Bestim-

mung von Apfelsaure unter den von Szent-Gyorgyi zur Anwen-

dung gebrachten Versuchsbedingungen haben spielen konnen.

Das Vorkommen dieser beiden Sauren unter verschiedenen Ver-

hfdtnissen ist namlich noch wenig erforscht. — Ebenso wie bei

der Fumarsaurebeslimmung hat man aucb bei der Bestimmxmg

von Apfelsaure eine Korreklion fiir die Adsorption von Apfel-

saure an den Ehveissniederschlag eingefiihrt. Die Verluste

schwanken bier zwischen 15 und 40 % (Straub 1936, S. 125).

Krifik der oben angegebenen Versuche (S. 11—15), die Szent-

Gyorggi als Stiitze seiner Theorie anzieht:

ad 1. Nach dem, "was oben iiber die zur Anwendung ge-

brachte Methodik gesagt wurde, muss man bei Scblussfolge-

rungen aus den Ergebnissen vonFumarsaure- undApfelsaurebe-

stimmungen vorsichtig sein.— Nach Versuchen mit Muskulatur

in vitro wird alle zugesetzte „Fumarsaure“ wiedergefunden.

Dies kann darauf beruhen, dass eine andere atherlosliche, un-

gesattigte Saure gebildet worden ist und das Analysenergebnis

somit nicht auf Fumarsaure beruht. Aber das Versuchsergebnis

kann auch anzeigen, dass Eliminierimg und Bildung von Fu-

marsaure und Apfelsaure etwa mit gleicher Geschwindigkeit

erfolgen. Dass zugesetzte Fumarsaure oder Apfelsaure nicht

verbraucht wird, braucht also nicht auf C4-Saurenkatalyse hin-

zudeulen.

Stare u. Baumann (1940 a) haben gefunden, dass neben Bs,

Fumarsaure und Apfelsaure auch a-Ketoglutarsaure, Citronen-

saure und Glutaminsaure einen Katalyseneffekt auf die Atmung
von Muskulatur in vitro hervoixufen konnen. Die Glutamin-
saure hat unter diesen sechs Sauren die starkste Wirkung.
Nach Ansicht der genannten Autoren ist die Wirkung der n-Ke-

toglutarsaure, Citronensaure und Glutaminsaure vermutlich
darauf zuriickzufiihren, dass die Muskulatur aus diesen Stoffen

Q-Sauren bildet, die dann diesen Katalyseneffekt hervorrufen.
Fur die Citronensaure ist schon friiher auf diese Moglichkeit
hingewiesen worden (Breusch 1937, Elliott u. Elliott
1939). Nach Stare und Baumann bewirkt aber Glutaminsaure
eine starkere Zunahme der Atmung, als die entsprechende Kon-
zentration der C4-Sauren, die nach dieser Theorie die eigentliche
Drsache des Effektes der Glutaminsaure auf die Atmung sein
sollen.

ad 2. Weel-Malherbe (1937) hebt hen'or, dass Malonat
nicht spezifisch hemmend auf Succinodehydrogenase ein-
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wirke. Diese Hemmung ist indessen relativ spezifisch, grosse

Mengen Malonsaure liemmen auch andere Dehydrogenasen

(Das 1937). Es kann indessen als erwiesen gelten, dass von

den bisher untersuchten Enz3"men die Succinodehydrogenase

fiir Malonathemmung am empfindlichsten ist. Damit wird

Weil-Malherbes Kritik erheblich entkraftet. — In Him- und

Nervengewebe in vitro wird (im Gegensatz zu Muskiilatur) der

Sauerstoffverbrauch durch Cyanid weit starker gehemmt als

durch Malonat (Huszak 1940 a). Nach Huszae lasst dies er-

kennen, dass der grossere Teil des Wasserstofftransports nicbt

iiber das C4-System erfolgt.

ad 3. Die Malonathemmung des Sauerstoffverbrauchs wird

unter den von Szent-Gj'orgyi untersuchten Stoffen nur von

Fumarsaure, Apfelsaure und Oxalessigsaure aufgehoben, nicht

aber von Bs. Brenztraubensaure ist von Szent-Gjrorgyi und
seinen Mitarbeitern nicht untersuclit worden. (Szent-Gyorgyis

Erklarung fiir die ausbleibende Bs-Wirkung wird weiter unten,

S. 18, behandelt.) Die Malonathemmung wird bei Versuchen

mit Rattendiaphragma in vitro sowohl durch Fumarsaure als

durch Brenztraubensaure aufgehoben (Greville 1936). — Die

Malonathemmung wird bei Versuchen in vitro mit Hirngewebe

durch Fumarsaure nicht aufgehoben (Huszak 1940 a).

Stare u. Baumann (1940 a) haben kurzlich untersucht,

welche Stoffe die Malonathemmung der Muskelatmung in vitro

aufheben konnen. Fumarsaure, Apfelsaure und, iiberraschen-

derweise, a-Ketoglutarsaure heben in gleicher Konzentration

wie die Malonsaure diese Hemmung vollstandig auf. Soil Bs
diese Hemmung vollig beseitigen, so ist eine doppelt so starke

Bs-Konzentration wie die Malonatkonzentration notwendig.

Unter entsprechenden Versuchsbedingungen heben Citronen-

saure und Glutaminsaure die Malonathemmung nicht vollstan-

dig auf. Stare und Baumann legen diese Befunde zugunsten

der C4-Saurentheorie aus, wahrend Krebs’ Citronensauretheorie

kritisiert wird. Die Wirkung der a-Ketoglutarsaure lasst sich

indessen nicht in den Rahmen der C4-Saurentheorie einfiigen.

(Zur Kritik des Citronensaurezyklus siehe S. 8.)

ad 4. Szent-Gyorgyis Erklarung fiir die Bs-Bildung aus

Fumarsaure bei Malonathemmung unter aeroben Bedingungen
geht dahin, * dass die Malonsaure die Bs-Dehydrierung viel

starker hemme als die Fumarsaurehydrierung, Szent-GyOrgyi
(1937, S. 22) stiitzt seine Theorie auf Versuche von Das (1937).

Diese Versuche sind indessen mit mangelhafter Technik aus-

2
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gefiihrt {siehe hieruber S. 68). Mit anderer und sicherer Ver-

suchslechnik habe ich gezeigt, dass die Malonsaure in etwa

demselben Grade die Bs-Dehydrierung und die Fumarsaure-

hydrierung hemmt (Kapitel III, S. 76). Szent-Gyorgyis Er-

klarung ist somit unzutreffend. Oppenheimer (1939, S. 1284)

weist darauf bin, dass sie auch rein tbeoretiscb unwabrscbein-

licb sei.

Bei der Hemmung des Sauerstoffverbraucbs durcb die Ma-

lonsaure rausste nacb der Ci-Saurentbeorie diese Hemmung in

ehva gleicbem Grade von Bs und Fumarsaure beeinflusst wer-

den konnen. Bekanntlicb aber wird diese Malonathemmung

dutch Fumarsaure aufgehoben, hingegen nicht dutch Bs. Die

Ergebnisse bei Malonathemmung lassen sicb also nicbt mit

Hilfe der Ci-Saurentbeorie erklaren, wie aucb mebrere For-

scber dargelegt baben (Oppenheimer 1939, Krebs u. Johnson

1937, Krebs u. Eggelston .1940, Potter 1940).

Konnen die vorliegenden Versuchsergebnisse zur Erklarung dieser Er-

scheinungen beitragen?

Fumarsaurehydriernng: Diese Reaktion -wird durcb Malonsaure stark

gehemmt (eigene Versuche, Kap. Ill, S. 76). Wird Muskelextrakt mit Fumar-

saure versetzt, so wird anaerob Bs gebildet. Diese Bs-Bildung aus Fumar-

saure wird durcb Malonat stark gehemmt (GREvn.LE 1937).

Aerobe Bs-Bildung bei Malonathemmung: Wird zerkleinerte Muskulatur

mit Fumarsaure allein versetzt, so wird aerob keine Bs gebildet. Nach der

Ci-Saurentheorie liegt dies daran, dass die bei Hydrierung der Fumarsaure

gebildete Bs schnell wieder dehydriert wird, wobei der Wasserstoff uber

das Cytochromsystem auf Sauerstoff ubertragen wird. Die maximale Bs-

Bildung des Enzj'mpraparats musste sich demnach anaerob nach Zusatz

von Fumarsaure zeigen. Hier ist ja infolge des fehlenden Sauerstoffs die

Umselzung (Dehydrierung) der Bs verhindert. Aber aerob bildet sich nach
Zusatz von Fumarsaure und Malonsaure sogar mehr Bs als anaerob nach
Zusatz von Fumarsaure allein (GREvn,LE 1937). — Nach dem oben Gesagten
wird die Bs-Bildung aus Fumarsaure stark durch Malonsaure gehemmt. Die
aerob gebildete Bs bei Malonat- und Fumaratzusatz (etwa lOmal grosser als

unter entsprechenden Versuchsbedingungen anaerob) ist deshalb sehr wahr-
scheinlich nur zu einem geringen Teil aus Fumarsaure gebildet worden.
Der grossere Teil der Bs ist also aus einem anderen Staff als Fumarsaure
enistanden.

Der Sauerstoffverbrauch bei Zusatz von Malonat: Der Sauerstoffver-
brauch ist bei Zusatz von Fumarsaure allein zu Muskulatur in vitro ebenso
gross wie bei Zusatz von Malonsaure -f- Fumarsaure. Nacb der Ci-Sauren-
Ihcorie beruht der Sauerstoffverbrauch darauf, dass der Wasserstoff bei
der Dehjdrierung der Bs (fiber das Cytochromsystem) auf Sauerstoff uber-
trogen wird. Nun wird aber sowohl die Bs-Dehydrierung als die Bs-Bildung
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aus Fimiarsaure (lurch Malonsaure gehemmt. Daher kann bei Malonat-

hemmung nur ein kleiner Teil des Sauerstoffverbrauchs auf einer Fumar-
saure-Bs-Kalalyse des Wasserstofflransports beruhen. Bei Zusatz von

Malonsaure + Fumarsiiure verschwindet die Fumarsaure. Der Sauerstoff-

verbrauch, der von Beginn des Versuchs an hoch war, nimmt schnell ab, wenn
die Fumarsaure verbrauchl ist (Straub 1935, Krebs u. Eggleston 1940).

Es isl daher sehr wahrscheinlich, dass die Steigerung des Sauersloffver-

brauchs (bei Zusatz von Fumarsaure zu einem malonalgehemmlen System)

darauf beruht, dass die zugesetzte Fumarsaure oxydiert wird^.

Es ist nach den referierlen Ergebnissen wahrseheinlich, dass bei Malonat-

hemmung Bs aus^einem anderen Staff als Fumarsaure gebildet und dass

die zugesetzte Fumarsaure oxydatiu eliminiert luird.

Wie das nachstehende Schema zeigt, lassen sich die Ergeb-

nisse bei Malonatbemmung in vitro leicht erklaren, wenn die

C4-Sauren statt Katalysatoren Stoffwechselprodiikte sind.

X, — Bs ^ Fumarsaure

Malonsaurehemmung

Apfelsaure ^ O.xalessigsaure Brenztrauben-

saure -» Xj

In diesem Fall wird standig Bs gebildet und umgesetzt. Die

Malonsaure hemmt die Succinodebydrogenase und hinder! da-

mit die Bs-Eliminierung, wesbalb sich allmablich gebildete

Bs ansammelt. In den Geweben ist normal die Vorstufe der

Bs in geringer Menge verfiigbar, denn etwas Bs bildet sich in

vitro aerob bei Zusatz von Malonat allein. Die Menge dieser

Substanz wird durch Zusatz von Fumarat gesteigert, denn wie

oben gesagt, steigert Fumarat stark die Bs-Bildung bei Ma-
lonathemmung.

Die Versuche geben keinen andern Bescheid iiber die Natur

dieser Vorstufe Oder iiber den Weg des Abbaues der Fumar-
saure. Da Fumarsaure, Apfelsaure, Oxalessigsaure und
Brenztraubensaure die Bs-Ausbeute bei Malonatbemmung stei-

gern, liegt die Annahme nahe, dass bier ein Kreisvorgang er-

folgt, der von der Malonsaure bei der Bs-Dehydrierung un-

terbrochen wurde. Nach Krebs (Literatur siehe S. 5) vermag
die Theorie eines Cilronensaurezyklus die Ergebnisse bei der

Malonatbemmung zufriedenstellend zu erklaren.

Bei Malonathemmung von Muskulatur in vitro erfolgt du-

' Die gebildete Bs ist elwa der verschwundenen Fumarsaure aquivalent

(GOzsy 1935). Wie oben (S. 15) bemerkt, kann man w'egen der unvollkom-

menen Analysenmelhoden kaum cjuantilative Schlussfolgerungen aus den

Vcrsuchen ziehen.
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sxcrst wnhrschcinlich cine oxydotivc Umset^uncf ^ugeseti,ter Fii-

marsaure. Die unmitelbare Vorstufe der hierbei gebildeten Bs

ist niebt Fumarsaure.

ad 5. Szent-Gyorgyi ist der Ansicht, dass bei Versuchen in

vitro praklisch alle zugeselzle Oxalessigsaure zu Apfelsaure re-

duziert werde and dass die Dekarboxylierung von Oxalessig-

saiire zu Brenztraubensaure normal von untergeordneter Be-

deulung sei. Die letztere Reaktion diene nur dazu, bei Bedarf

Dberscluisse an C4-Sauren zu enlfernen, falls das Gewebe be-

rcits cine fiir die C4-Saurenkatalyse ausreicliende Menge sol-

dier Siiuren enthalte (Banga'u. Szent-GyGrgyi 1937). Die

Oxalessigsaure wird also zu Apfelsaure reduziert, die durch

Fumarase mit einer gewissen Menge Fumarsaure im Gleichge-

wicht steht. Bei der Beurteilung dieser Versuche muss ich

wiederum auf die Unsicherheit der fiir die Bestimmung von

Fumarsaure and Apfelsaure angewandten Methoden hinweisen.,

— Aber audi mit der von Szent-Gyorgyi angewandten Metho-

dik lasst sich feststellen, dass zugesetzte Oxalessigsaure in vitro

auf andere Weise umgeselzt wird als durch Reduktion zu Apfel-

saure. Breusch (1939) hat in vitro verschiedene Gewebe mit

einer bekannten Menge Oxalessigsaure versetzt. Durch Ana-

lyse zahlrcicher organischer Sauren (Citronensaure, Fumar-
saure, Apfelsaure, Oxalessigsaure, Brenztraubensaure, Milch-

saure) hat er unter Verwendung von Szent-Gyorgyis Methodik

unlersucht, ob der verschwundenen Oxalessigsaure die Summe
der geliildeten anderen Sauren entspreche oder ob in dieser

„Bilanzuntersuchung“ ein Mangel entstehe. Ein solches De-
fizit wiirde andeuten, dass bei der Elimination der Gxalessig-

siiure ein anderer Metabolit gebildet worden ist. In Niere,

Pankreas, Lunge, Milz, Placenta und peripheren Nerven ent-

spricht die Menge der verschwundenen Oxalessigsaure der
Menge der gebildeten anderen Sauren, die sich grosstenteils aiis

rumarsaure und Apfelsaure zusammensetzt. Bei Versuchen
mit Hirngewebe findet man nur 20 % der eliminierten Oxales-
sigsaure als eine oder einige der analysierten Sauren wieder,
also ein Defizit von 80 %. In Leber ergibt sich ein Defizit
von 50 /o, in Muskel von 30 %. Dies zeigt, dass unter ge-
wissen Versuchsbedingungen in diesen drei Geweben in vitro
ein grosser Teil der zugesetzlen Oxalessigsaure anders umge-
setzt werden kann als durch Reduktion zu Apfelsaure. Ein
Mangel an Breuschs Versuchen ist, dass er nicht auch Bs und
u-Ketoglutarsaure analysiert hat. Nach Szent-Gyorgyis Theorie
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ist Bs-Analyse von geringerer Bedeutung, da die entslandene

Bs so schnell zu Fumarsaure dehydriert wird, dass von diesen

beiden Sauren in den Geweben praktiscli die ganze Menge als

Fumarsaure vorkommt. — Wieland et al. (1939) finden, dass

Oxalessigsaure von Taubenbrustmiiskulatur in vitro lidchstens

mit 30 % zu Apfelsaure reduziert wird. Andere Versuche mit

Muskulalur in vitro zeigen, dass niclit nur Oxalessigsaure, son-

dern auch Bs, Fumarsaure und Apfelsaure Brenztraubensaure

bilden. Um Brenztraubensaure nachzuweisen, muss deren wei-

tere Umsetzung' hierbei verhindert werden, indem man die ge-

bildete Ivetosaure mit Semicarbazid abfangt (Hahn 1932). Es
ist also dusserst unsichcr, ob Oxalessigsaure in vitro in dem
Umfang diirch Rcdiiktion umgesctzt wird, wie Szent-Ggorggi

es geltend machcn will.

ad 6. Fine Steigerung der rcspiralorischen Quote braucht

keine Kohlebydratverbrennung anzuzeigen, sondern kann u. a.

auch Verbrennung von Fumarsaure andeuten (siehe Krebs u.

Eggleston 1940).

ad 7. Bei der enzymatischen Triosephosphatdehydlrierung

kann der Wasserstofftransport zum Sauerstoff auch ohne das

Ci-Saurensystem vor sich gehen. In v, Eulers Institut hat

Potter (1940) einwandfrei nachgewiesen, dass die aerobe

Oxidation von Triosephosphat in vitro duch Malonat nicht ge-

hemmt wird (Triosephosphatdehydrogenase aus Kaninchen-

muskel, Succinodehydrogenase aus Schweineherz hergestellt)

.

Die hierbei angewandte Malonatkonzentration hemmt dagegen
vollstiindig die Oxydation zugesetzter Bs bei sonst gleichblei-

benden Versuchsbedingungen.

ad 8. Die obige Kritik gilt in zulreffenden Stiicken auch fiir

Versuche mit anderen Geweben. Ausserdem hat man mit Szent-

Gyorgyis Methodik gezeigt, dass fiir Him, Leber (und Muskel)
in vitro die C^-Sdurenkatalgse nicht von so grosser Bedeutung

fur die Gcwebsoxgdation ist, wie Szent-G5'6rgyi es annimmt
(Breusch 1939, Huszak 1940).

ad 9. Wie aus dem Referat der Versuche Szent-Gyorgyis

und seiner Mitarbeiter hervorgeht (S. 13), ist die Ci-Sauren-

katalj'se in vivo nicht nachgewiesen. Es fragt sich (siehe oben
S. 9), oh Versuche in vitro wirklich die physiologischen Ver-

haltnisse spiegeln,

Ausserdem lasst sich gegen die C4-Saurenkatal5'se auch fol-

gende Kritik richten (Martius 1938). Sowohl die Triosephos-

phatdehydrogenase als die Malicodehydrogenase benotigen zu
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ihrer Wirksamkeit die Anwesenlicit von Codehydrase I (Cozy*

masc). Sowohl bei Reduktion von Oxalessigsaure als bei De-

hydrierung von Apfelsaure wird der verfugbare Wasserstoff

aiif Codehydrase I iibertragen, die dabei in ihre reduzierte

Form iibergeht. Bei der C4-Saurenkatalyse wird also diese

Form zweimal gebildet, erst bei der Reduktion von Oxalessig-

saure bei der Triosephosphatdehydrierung und dann bei der

Apfelsauredehydrierung. Es ist daher nach Martius wenig

wahrscheinlich, dass die Oxalessigsaure-Apfelsaure-Katalyse

ein fiir den Wasserstofftransport notwendiges Glied darstellt.

Dies sind in Kiirze die wicbtigsten kritischen Gesichtspunkte,

die sich gegen Szent-Gyorgyis Untersuchungen und die daraus

abgeleiteten Theorien anfuhren lassen. Wir schliessen daraus:

Szent-Gyorgyis Ansicht uber die dominierende Dedeutung der

Ci-Sauren fur den Wasserstofftransport kann gegenwdrtig nicht

anerkannt werden.

Sowohl Oxalessigsaure als Fumarsaure konnen als Wasser-

stoffacceptoren fiir reduzierte Codehydrogenase I dienen und
konnen also auch als Katalysatoren beim Wasserstofftransport

im Sinne Szent-Gyorgyis wirken. Dies ist keine spezifische

Eigenscliaft der C4-Sauren. So konnen z, B, Fumarsaure,

Oxalessigsaure, Brenztraubensiiure, Acetessigsaure oder Ace-

taldeliyd als Wasserstoffacceptor fiir reduzierte Codeliydro-

genase I bei der enzymatischen Oxydation von iff-Oxybutter-

same in vitro dienen (Dewan u. Green 1937). Knoop (1938)

hebt hervor, dass Metaboliten beim Abbau der Aminosiiuren

als Wasserstoffacceploren in vitro wirken konnen. Sie

treten dabei als Katalj'satoren auf und schwingen zwischen
oxydierlen und reduzierten Formen. Oppenheimer (1939, S.

1013) ist der Ansicht, dass „vorubergehend wahrend einer ge-

wissen Gleichgewichtslage— z. B. bedingt durch ein bestimmtes
Redox-Potential — nunmehr eine Stoffwechselabhaustufe als

Katalysator fungieren kann, indem sie als reversibles Redox-
system eine Zeitlang andere Stufen dehydriert und den Was-
serstoff weitergibt, bis die Bedingungen andere werden, und
diese Stufe von der Rolle eines Katalysators herubergewechselt
zu der eines Metaboliten, der selbst in den Abbau hineingezogen
wird.“.

Nachdem in der obigen Kritik die meisten Argumente Szent-
Gyorgyis fiir die C4-Sa.urenlhcoric wiederlegt worden sind,
diirftc von dicsen nur die Tatsache iibrig sein, die Szent-Gj’orgyi
urspriinglich die Grundlage .seiner Theorie bilden liess: dass
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unter gewissen Versuchsbedingungen ein Zusatz von Bs, Fu-
marsaure oder Apfelsaure in vitro eine Steigerung des Sauer-

stoffverbrauchs hervorruft, welche Steigerung umfassender ist,

als es der vollstandigen Verbrennung der zugesetzten Saure

entspricbt. Dieses Ergebnis ist von raebreren Forscbern ein-

wandfrei bestatigt worden.

Die grosse Bedeutung der Ci-Sdurenkatalyse nacli Szent-

Gijorgyi kann gegemvdrtig auch nicht fur Verhdltnisse in vitro

anerkannt werden. Die Ci-Sduren konnen aber als Katalysa-

ioren beim Wasserstofftransport in vitro fungieren. Eine C4-

Sdurenkatalyse ist in vivo nicbt nachgeiviesen.

Zielsetzung der Arbeit.

Aus dem oben Gesagten ergibt sicb, dass die Rolle, welcbe die

Bs und die iibrigen C4-Sauren im Organismus, in vivo, spielen,

uns nicbt bekannt ist. Diese Arbeit batte sicb urspriinglicb

das Ziel gesetzt, die Umsetzung der Ci-Sduren in vivo (am gan-

zen Tier und bei Organperfusion) zu erforscben, unter beson-

derer Berucksicbtigung ibrer etwaigen Rolle als Metaboliten

und Katalysatoren. Im Laufe der Arbeit zwang micb die Grosse

des Materials zu einer Begrenzimg der Zielsetzung. Die vor-

liegende Abbandlung umfasst desbalb nur die Umsetzung der

Bernsteinsdure in vivo sowie die Nacbpriifung einiger in diesem

Zusammenbang belangvollen Versucbe von Szent-Gydrgyi und
seinen Mitarbeitern, eine Untersucbung des bemmenden Ein-

flusses der Malonsaure auf die Bs-Dehydrierung und die Fu-

marsaure-Hydrierung.

Anlage der Arbeit.

Die Voraussetzung eines eingebenderen Studiums der Bs-

Umsetzung ist eine leicbt zu bandhabende, zuverlassige Be-

stimmungsmetbode fiir Bs. Kap. II bericbtet iiber altere Metbo-

den sowie iiber Prinzip und Ausfubrung einer fiir die vorlie-

gende Untersucbung ausgearbeiteten neuen Bestimmungsme-
tbode. Genauigkeit und Spezifitat der Metbode werden erortert.

Bei der Untersucbung der Bs-Umsetzung ware es von Be-

deutung, in vivo die Wirkungen eines Stoffes (Malonsaure) stu-

dieren zu konnen, der in vitro die Succinodebydrogenase spezi-

fiscb bemmt. Vorber muss aber diese Hemmung der Malon-
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sanrc aiif Succinodelij'drogenasclosungen naher erl’orscht wer-

den. Die belreffenden Yersuche werden in Kap. Ill besclirieben.

Es sind fiir die Versuchsliere geeignete Dosen zu erproben.

Soweil dies noch nicht bekannt ist, gilt es festzustellen, dass

bci den spater verw’endeten Dosierungen keine pharmakolo-
gischen Wirkungen auftreten, die moglicherweise sekundar
Stdningcn des SlofDvechsels verursachen konnten. Diese Ver-

suebe ^verden in Kap. IV beschrieben.

Nach diesen Vorarbeiten konnen die endgiiltigen Umsel-
zungsversuebe am ganzen Tier und bei Organperfusion ausge-
fiihrt werden. Flaming, Ausfiihrung und Ergebnisse derselben
werden in Kap. V beliandelt.



KAPITEL II.

Eiiie eiizyiiiatisclie Metliode ziir Bestiiii-

mimg von Beriisteinsaure

S
oli eine Methode zur Bestimmung von Bs fiir die geplante

Untersuchung brauchbar sein, so muss sie folgenden An-

forderungen geniigen:

1)

Die Empfindlicbkeil muss so gross sein, dass man Bs

in Konzentrationen, wie sie normal im Serum vorliegen, bis

hinauf zu elwa 200 7/ml beslimmen kann {innerbalb dieses

Bereiclis ungefahr kann man die Serumkonzentrationen bei

einer experimentellen Untersuchung wie der unseren vermuten).

2)

Kobe Spezifitat,

3)

Die Methode muss leicht ausfiihrbar sein und sich fiir

Reihenbestimmungen eignen.

4)

Fiir jede Bestimmung darf nur wenig Analysenmaterial

benotigt werden.

Der folgende kurzc Uberblick iiber die zahlreichen Methoden
zur Bestimmung von Bs, die zu verschiedenen Zwecken aus-

gearbeitet worden sind, zeigt indessen, dass keine von ihnen
alien oben gestellten Bedingungen geniigt.

Pasteur (18G9) hal als crslcr nacligewicsen, dass Bs sich normal bei

gewohniicher Alkoholgarung bildct, und hat eine Methode zur Bestimmung
der Saurc ausgcarbeitet. Scitdem sind vielc vcrschicdenc Methoden ver-

offentlicht worden; die moisten sehen cs auf die Analyse von Bs in Wein
Oder anderen Giirungsprodukten sowie in Obstsaften ab und haben in der

Wcininduslrie ausgcdehntc Verwendung gefunden. Scit Tiiunberg (1909)

entdeckt hat, dass die Bs auch fiir den Stoffwcchsel tierischer Gcwcbe von
Bedeutung ist, sind neue Methoden speziell fiir animalisches Analysengut

ausgcarbeitet worden.
Bei diesen Beslimmungsmethoden sind viele verschiedene Prinzipien

‘ Die Methode ist bereits in einer vorlaufigen Mitlcilung veroffentlicht

worden {Forssman 1940).
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zur Anwendung gebracht worden. In der Mehrzahl der Fallc hat man
sich die Loslichkeitsverhaltnisse der Bs und gewisser Succinate zunutze
gemachf. Bs ist in Wasser, Alkohol und Ather leicht loslich und lasst
sich mit Leichtigkeit aus saurer wassriger Losung mit Athylather cxlra-
hieren. Atherextraktion von Bs in dieser Weise ist ein died der moisten
Analysenmethoden. Was die Loslichkeit der Succinate angeht, so ist in
diesem Zusammenhang folgendes von Interesse^: Calcium- und Barium-
succinat ist in Wasser loslich bzw. ziemlich loslich, beide aber sind sehr
schwerloslich in 70—80 %-igem Alkohol. Das Silbersuccinat ist in wass-
riger Losung ausserst schwerloslich. Bs kann aus nicht allzu schwachcn
Losungen durch Zusatz von Ferrichlorid quantitativ als basisches Ferri-

succinat gefallt werden. Bleisuccinat ist in Wasser schwerloslich. Vide
Analysenmethoden fussen auf dem Ausfallen von Bs in Form eines dieser

schwerloslichen Succinate, bisweilen mit Extraktion von Bs mit Ather

Oder Alkohol kombiniert. Die endgultige Bestimmung erfolgte dann in

der Regel gravimetrisch. (Albahary 1907; Aslanoglou 1896; Bordas u. a.

1898; Grey 1908; Harden 1901; JOrgensen 1907; Kayser 1882; KEi.\t

1891; Laborde 1918; Macagno 1875; MBller 1896; Musset 1885; Pasteur

1864; Rau 1893; Schnatt u. Hiepe 1882.)

Die Bs allein durch Extraktion und Ausfallen von den ubrigen organi-

schen Sauren, die in biologischem Analysengut vorkommen konnen, zu

scheiden, ist sehr schwer, Es bedeutete deshalb einen grossen Schritt

vonvarts, als man entdeckte, dass man sich die grosse Widerstandskraft

der Saure gegen Starke Oxydationsmittel fur ihre Bestimmung zunutze

machen kann (Kunz 1903). Es wurden dann zahlreiche Methoden aus-

gearbeitet, die teils Kaliumpermanganat oder Bichromat-Schwefelsaure

verwenden, um storende organische Stoffe zu verbrennen, teils gleich-

zeitig das Fallungs- und Extraktionsverfahren wie oben heranziehen.

(Bonifazi 1929; Bottini 1938; Glimm u. Nitsche 1932; Heide u. Steiner

1909; Heiduschka u. Quincke 1907; Mestrezat 1906; Nucconi u. Zac-

CAGNTNi 1932; Pozzi-Escot 1908; SfeMiCHON u. Flanzy 1932.)

Die obigen Methoden sind in der Regel fiir die Analyse von Wein odor

Obstsaften bestimmt. Einige auf den obengenannten Prinzipien fussende

Methoden sind besonders fiir die Bestimmung von Bs in ticrischem Mate-

rial (Geweben, Plasma u. dgl.) ausgearbeitet. Die zuverlassigsten von

diesen haben Moyle (1924) und Massart u. Grembergen (^38) ver-

offentlicht. Moyles Methode erfordert verhaltnismassig grosse Mcngen

Analysenmaterial. M. findet mit seiner Methodik von 4—5 mg Bs, die er

der Muskulatur zusetzt, 95 % ± 5 % wieder. Die beiden letzlcren For-

scher arbeiten mit kleineren Mengen Ausgangsmaterial und konnen

0,1—0,6 mg Bs in Muskelgewebe mit eincm Fehler von ctwa d; 10 % bc-

stimmen. Diese beiden Methoden sind nicht ganz spezifisch. Hire

Genauigkeit reicht fur unsem Zsveck nicht aus, und die Mcngc des fur

eine Analyse benotigten Ausgangsmaterials ist allzu gross.

r Eine Hbersicht iiber die Loslichkeit verschiedencr Succinate findet

sich bei Rau (1893).
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Es liegen noch einige weitere Melhoden vor, die sich jedoch auf ganz

andcre Prinzipien als die obengenanntcn griinden. Suchtelen u. Itano

(1914) bestimmen den Bs-Gehalt von Wein, indem sie die Leitfahigkeit bei

Tilralion mil Bariumacelat teils bloss in wassriger Losung, teils in stark

cssigsaurer Losung messen. Aus dem Unlerschied zwischen diesen beiden

Tilrationcn konnen die Verff. den Bs-Gehalt berechnen. Diese Methode

crfordert so hobe Bs-Konzentrationen, dass sie bier nicht in Frage kom-

men kann. Oechsner de Coninck (1913) hat gefunden, dass Bs in wass-

riger Losung mil Calciumsalicjdat cine rosa Farbung ergibt, die sogar in

Warme slabil isl. Da diese Farbreaktion nach dem Verf. nur in „kon-

zenlrierlcn" Bs-L6sungen auftrilt, diirftc sie fiir diese Untersuchung nicht

verwcrlbar sein. Neuberg (1900) hat gczeigl, dass Bs sich leicht in Pyrrol

uberfuhren lasst und dass diese Pyrollrcaktion noch fur 0,G mg Bs sichtbar

sei. Doch isl, wie Neuberg selbst hcrvorhebt, diese Reaktion nicht ganz

spezifiscb. Pyrrol bilden untcr dcnselbcn Versuchsbedigungen auch

Fumarsiiure, Apfelsaurc, Citroncnsaure und Aconitsaure. Nach Virtanen

u. Fontele (1926) liefern auch Milchsaure, Brenzlraubensaure, Dioxy-

acelon und Acetaldchyd diese Reaktion. Diese ausserst empfindliche

Probe liesse sich sicherlich fur die Beslimmung erheblich kleinerer Bs-

Mengen einrichtcn, als sie die ursprungliche Arbeit im Auge hattc. Ihre

geringc Spezifilat vurdc cs jedoch nolwendig machen, dass der end-

grdligen Beslimmung cine sorgLlltige Isolierung der Bs von den slorenden

Stoffcn voranginge. Ulsch (1899) hat Bs bestimmt, indem er die Wasser-

stoffmcnge mass, die sich bei Einwirkung von platinierlem Eisen, Ferrum

pulv. und Platinchloridlosung auf Bs bildct. Auch Essigsaure und Oxal-

saure werden auf diese Weise bestimmt, und die geringe Spezifilat der

Methode macht sic also fur Beslimmungen der hier gewiinschten Art

unbrauchbar.

Scildem man entdeckt hat, dass Bs von den moisten lierischen Geweben
zu Fumarsiiure dehydriert wird und dass diese Dehydricrung mit Hilfe

eines fur Bs spezifischen Enzyms, der Succinodehydrogenasc, erfolgt, hat

man vcrsuchl, diese cnzymatische Reaktion fiir die Beslimmung der Bs

auszuwerlen. Tiiunberg (1916, 1938) hat teils Mclhylenblau, teils Thionin

als Wassersloffacccptor verwendct und gcwaschene Muskulatur oder

Muskelextrakt als Enzj’mpraparal. Der Verf. vcrgleicht im Thunberg-
Vcrsuch die Dehydricrung einer bckannten Menge Succinat und der

Probelosung. Mit dieser Methode kann man Mengen bis hinunter zu

wcnigen y/ml bestimmen. Der absolute Fchler ist nicht direkt angegeben.

Thunberg hat mil dieser Methode den Bernslcinssauregehalt des Sertims

und des Liquor cerebrospinalis bestimmt und ihn mit 6—7 y/ml bzw.
3—4 y/ml ermillelt. Indessen muss man, wenn man mit der Thionin-

Melhode diese hohc Empfindlichkeit errcichcn will, ein sehr umsland-
liches Verfahren anwenden.

Clutterbuck (1927) lasst Muskelgewebe Bernsteinsiiure uber Fumar-
saure zu Apfelsaurc unwandcln, worauf die so gebildete Menge dieser

oplisch aktiven Saure nach Zusatz von Uranylacetat polarimclrisch be-
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slimml Avird. Diese Melhode ist auch nicht geniigend empfindlich. Szent-
GyOrgyi hat in seinem Institut eine Melhode ausarbeilcn lasscn (GbzsY,

1935), die sich auf die Fahigkeit gewaschener Muskulalur stutzt, nacli

Zusatz von Bernsteinsare Sauersloff zu verbrauchen, wobei der Ver-

brauch in direktem Verhaltnis zur Succinatmenge sleht. Der Saucr-

sloffverbrauch wird nach Warburg gemessen. Die kleinste Mcnge Bem-
sleinsaure, die Szent-Gyorgyi auf diese Weise analysieren konnte, war
0,2 mg (200 7) mit einem Fehler von 50 %. Der absolute Fehler war
also 100 7. Diese Melhode ist von Krebs und von Weil-Malherbe tech-

nisch verbessert worden. Der erstcre hat als kleinste Menge in einem

einzelnen veroffentlichlen Versuch 250 y mit einem Fehler von 1 % bc-

stimmt, der lelztgenannte Autor entsprechend 600 7. In keinem dieser

Falle ist der Versuch gemacht worden, den millleren Fehler der Melhode

fcstzustellen. In Anbetracht der Methodik fiir die Messung des Sauer-

stoffverbrauchs kann man den absoluten Fehler in beiden Fallen auf

mindeslens 20 7 schatzen.

Wir konnen also zusammenfassend feslslcllen, dass von den Mclhodeu

zur Bestimmung von Bernsteinsaure nur die von Thunberg angegehene

cine ausreichende Genauigkeit ermoglicht, dass diese Melhode jedoch

wegen ihrer Umstandlichkeit fur die Analyse grosserer Probenreihen, was

bci Stoffwcchsclversuchen nolwendig sein kann, nicht geeignet ist.

Das Prinzip der neuen Methode.

Es ist von vornherein unwahrscheinlich, dass sich bei diesen

niedrigen Bs-Konzentrationen eine Beslimmungsmethode auf

das Ausfallen von Bs in Form eines schwerloslichen Succinals

griinden konnte. Eine Vorunlersuchung fiber die Loslichkcil

der bisher fiir die Bs-Analyse benutzten Succinate (Ca- und

Ba-Succinat in Alkohol, Silber- und Bleisuccinat, has. Ferri-

succinat) zeigte auch, dass keines von ihnen so schwerloslich

ist, dass es fiir die Bs-Beslimmung bei den Konzentrationen,

um die es sich hier handelt, brauchbar ware. Neubergs Pyr-

rolreaktion ist, wie schon gesagt, wegen ihrer geringen Spezi-

fitat nicht geeignet, Es bleibt also nur die Moglichkeit, eine

neue biologische Methode auszuarbeiten oder eine der oben an-

gegebenen umzvarbeiten.

Nachdem ich mehrere verschiedene Prinzipien gepriift haltc,

fand ich das von J. Lehmann (1938) zur Bestimmung von

Milchsaure angewandle am besten. Die in der Probe befind-

liche Menge Bernsteinsaure wird hier von Succinodehydrogenasc

zu Fumarsaure dehydriert, mit Ferricyanid als Wassersloff-

acceptor. Fiir jedes Molekiil dehydrierte Bernsteinsaure bildeti

sich 2 Molekule Ferrocyanid. Nach beendigter Reaktion wird
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die Menge des gebildeten Ferrocyanids titrimetrisch mit Ceri-

sulfat und mit Setoglaucin als Redoxindikator bestimmt. Da

die Enzymldsung selbst etwas Ferricyanid reduziert, werden

fiir jede Probe 2 Bestimmungen ausgefiihrt: teils Enzym + Ana-

lysenprobe, teils Enzym + entsprecbende Menge Wasser. Der

Unterschied zwischen den Analysenergebnissen dieser beiden

Bestimmungen stellt die Menge der Bernsteinsaure in der Probe

dar. Bei gleichzeitiger Analyse mehrerer Proben kann man
natiirlich eine und dieselbe Enzym-Wasser-Kontrolle benutzen.

Der Vorteil des Ferricyanids als Wasserstoffacceptor liegt

u. a. darin, dass das Redoxpotential des Systems Ferrocyanid/

Ferrcyanid im Verhaltnis zum Potential des Systems Succi-

nat/Fumarat/Succinodehydrogenase so positiv ist, dass kein

Gleichgewicbt eintreten kann. Die Reaktion muss also quanti-

tativ gescheben.

Voraussetzung fiir eine Bs-Bestimmung in dieser Weise ist

es, dass die Enzymlosung keines der Stoffwecbselprodukte der

Bernsteinsaure dehydriert. Die bei der Dehydrierung der Bs

gebildete Fumarsaure setzt sich mit Hilfe der in diesen En-
zymlosungen vorkommenden Fumarase zum Teil in Apfelsaure

um, die indessen nicht weiter umgesetzt wird. Die Bildung
von Apfelsaure aus Fumarsaure ist keine Oxydation, sondern
eine Wasseraddilion, somit kein Hindernis fiir die Bestimmung
von Bs nach dem obigen Prinzip.

Es kann sogar einen Vorteil bedeuten, dass der Gehalt an
Fumarsaure, dem primaren Reaktionsprodukt bei der De-
hydrierung der Bs, dadurch vermindert wird, dass sich ein Teil

in Apfelsaure umselzt. Bei der Dehydrierung grosserer Bs-
Mengen ist zu erwarten, dass die gebildete Fumarsaure durch
Adsorption an das Enzym allmahlich die Reaktionsgeschwin-
digkeit verlangsamen wird. Diese Gefabr ist bedeutend kleiner,
wenn man fumarasehaltige Succinodehydrogenaselosungen
verwendet.

Bei blosser Verwendung von Ferricyanid als Wasserstoff-
acceptor erhalt man indessen oft unrichtige Werte. Zwischen
den Potentialen der heiden Redoxsysteme herrscht ein solcher
Sprung, dass es denkhar ist, dass die Obertragung des Wasser-
stoffs dadurch erschwert wird, Unter physiologischen Verhalt-
nissen nimmt man einen Transport 'des bei der Dehydrierung
freigemachten Wasserstoffs iiber eine Anzahl Redoxsysteme
mit ansteigendem Redoxpotential vor Erreichung des endgiil-
tigen Wasserstoffacceptors, des Sauerstoffs, an. Analog hierzu
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wurde nun ein Redoxindikalor zugesetzt, dessen Potential zwi-
schen dem des Ferricyanid- und dem des Succinat-Syslenis
liegt. Nach Priifung mehrerer Indikatoren stellte es sick her-
aus, dass 2 : 6-Dichlorophenolindophenol richtige Resultate er-
gibt, auch da, wo man ohne Farbzusatz zum Ferricyanid falschc
Werte fiir bekannte Succinatmengen erhielt.

Wie spatere Untersuchungen gezeigt habcn, ist indessen die theorelischc

Grundlage dcr Farbwirkung nicht ganz die oben beschriebcne. Sie ist

bisher noch nicht vollig klargestellt und ist Gegensland weitercr Unter-

suchungen.

Seit langem ist es bekannt, dass Succinodehydrogenaselosungen von

der Art der bei diesen Versuchen angewandten (s. untcn) bei Zusalz von

Succinat Sauerstoff verbrauchen. Konnte bei Bestimmung nach dieser

Methode der Sauerstoff der Lufi ganz oder teilweise als Wasserstoffaccep-

tor dienen, so ware die Analyse nalurlich wertlos. Ein Arbeilen im cva-

kuierten System, wie bei Thionin- Oder Methylcnblau-Versuchen, wurde

das Verfahren erheblich komplizieren. Deshalb wurden die erslen Ver-

suche statt dessen mit einem Zusalz von Cyanid in einer Konzentralion

ausgefuhrt, bei der die Cytochromoxydase und damil der Saucrstoffvcr-

brauch vollstandig gehemmt wurde. Es zcigle sich jedoch, dass bei Vor-

handensein von Ferricyanid im Vberschuss ohne Cyanid-Zusalz kcin

Sauerstoff verbraucht, sondern der Wasserstoff quantitativ auf das Ferri-

cyanid ubertragen wurde. Dies lag jedoch nicht an einer Hemmung der

Cytochromoxydase, denn setzt man statt dessen Succinat im Oberschuss

zu, also mehr als der anwesenden Menge Ferricyanid cnlspricht, so findel

ein Sauersloffverbrauch stall.

Der Sauerstoff der Luft slort also, bei Vorhandcnscin von Ferricyanid

im tlberschuss, die Reaktion nicht.

Reagen25ien und. Losungen.

Kaliumfenicyanidlosung: 0,05-molare Stammlosung. 3,292 g Kalium-

ferricyanid (Kahlbaum zur Analyse) wird mit Aqua redest. auf 200 ml

verdunnt.

Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Ldsung: 20 ml Kaliumferricyanid-Stamni-

losung + 10 ml 2 : 0-Dichlorophenolindophenollosung 1 : 2000 werden mit

M/15 Sorensen-Phosphat pH 7,58 auf 100 ml verdunnt.

Farblosung: 2 : 6-Dichlorophenolmdophenol 0,050 g werden in 100 ml

Aqua redest. gelosl. Die Losung muss 24 Stunden in Zimmerlcmperatur

slehen, bevor sie filtrierl und gebrauchl wird. An dunklcr Slelle aufzu-

bewahren.

M/15 Phospbat pH 7,33 : 9,501 g NasHPOi + 2H2O (Merck, nach Soren-

sen) und 1,810 g KHjPOi (Merck, nach Sorensen), Aqua redest. ad. 1 1.

Mohrs Losung: 0,02-molare Stammlosung. 0,7844 Jfohrs Salz (Merck,

Ferro-Ammonium sulfuricum pro Analyst + 6H2O) + 5 ml 18-n Schwcfcl-
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saure, vcrdunnt mil Aqua rcdcst. ad 100 ml. An dunkler Slelle aufzu-

bewahren.

0 ,
001-moIarc Losung: a ml Stammlosung + 5 ml 18-n Schwefelsaure wer-

den mil Aqua rcdcst. auf 100 ml vcrdunnt. An dunkler Stclle aufzu-

bewahren.

Indikatorlosang: 0,iO g Scloglaucin (Seloglaucin salzfrei, I. R. Geigy,

S. A., Basel) in 100 ml Aqua desl. gclost. Die Losung muss 24 Stunden

slehen, bevor sic filtrierl und gebraucht wird.

18-n Scbivcfehaare: 465 cem konz. Schwcfclsaurc (Acidum sulfuricum

l,kl pro analysi Merck) werden vorsichlig zu 535 ml Aqua rcdcst. gesetzt.

Ccrisulfatlosungcm Elwa 5 g Ccrisulfat (Merck, Cerium sulfuric, oxy-

dalum pro analysi) werden tinier Erwarmung in 400 ml 1,8-n Schwe-

felsaure gelost, dann auf Zimmcrlempcratur abgekuhll, filtrierl und mil

Aqua rcdcst. ad 500 ml vcrdunnt. Dcr Tiler wird gegen 0,02-molare Mohr-

sche Stammlosung gcstclll; 10 ml dcr Iclzleren werden mit dcr Pipette in

einen Kolben gegeben und mit 3 ml 18-n Schwcfelsaure, a Tropfen Indika-

tor und 20 ml Wasser versetzl. Dann wird mil dcr Ccri-Slammlosung

tilriert, bis zum deullichcn Farbumschlag. Dcr Titer ist elwa 0,03-molar.

100—200 ml diescr Losung werden zu ctwa 0
,
02-molarer Losung vcrdunnt.

Der Tiler wird auf gleichc Weise wie fur die Stammlosung kontrolliert.

0,001-molarc Losung; 5 ml 0,02-molarc Ccrisulfatlosung + 5 ml 18-n

Schwcfclsaurc werden mit Aqua rcdcst. ad 100 ml vcrdunnt. Dicse Losung

muss frisch hcrgcstcllt sein. Der Titer wird gegen 0,001-molare Mohrsche

Losung gcslcllt. 2 cem von diescr werden (mit ausgewogener Pipette) in

ein Tilrierrohrehen gegeben und mil 3 cem 18-n Schwcfclsaurc, 3 cem
Wasser und 3 Tropfen IndikalorlSsung versetzt. Darauf wird bis zu deut-

lichem Umschlag mil 0,001-molarer Ccrilosung aus ciner Mikrobiiretle

tilriert.

30 %igc TrichlorcssigsauTelosung: 30 g Acidum trichloroaceticum

(Merck) + Aqua rcdcst. ad 100 ml.

0,02-molarc Natriumsuccinallosungi 0,2301 g Acidum succin. pro analysi

(Merck) + 40 ml 0,100-n NaOH werden mit Aqua redest. ad 100 ml ver-

dunnt.

0,001-mQlare Losung; 5 ml 0,02-molare Succinatlosung werden mil Aqua
redest. ad 100 ml versetzl. Dicse Losung cnthalt pro ml 118,1 y Bernstein-

saurc. Losungen mit 59; 29,0; 14,8; 7,4 y/ml werden durch wiederholtes
Versclzen mit gleichen Teilen Wasser erhalten.

Enzymlosung: Diese Losung wird nach J. Lehmann (1929)
dargestellt. Von Fett und Sehnen befreites Pferdefleisch, am
beslen von einem alteren Tier, wird dreimal durch die Fleisch-
miihle gegeben und dann mit etwa der doppelten Menge destil-
lierten Wassers im Morser verriihrt, Nach etwa 15 Minuten
wird die Muskulatur in einem Gazetuch fest ausgedriickt. Diese
Prozedur wird fiinfmal wiederholt. Zu a g gewaschener Musku-
latur werden 2 a ml M/15 Dinatriumphosphat gegeben. Die
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Phosphatlosung wird in kleinen Mengen unter standigem Um-
riihren im Morser zugesetzt. Nachdem alle Phosphatlosung
zugesetzt ist, wird das Gemisch dann und wann Va Stunde lang
geriihrt und dann 10—15 Min. energisch zenlrifugiert. Die Ak-
tivitatspriifung und Bestimmung der Spontanreduktion wird
nach J. Lehmann (1930) im Thunberg-Versuch ausgefiihrt.

Zur Aktivitatsprobe wird folgendcs Reaktionsgemisch vcrwendet:

M/15 Phospliatpuffer pH 7,3 2,0 ml
M/5 Natriumsuccinat 0,2

Methylenblau-Losung 1 :2000 (150 y) 0,3

Enzymlosung 0,5

Zur Bestimmung der Spontanreduktion;

M/15 Phospliatpuffer pH 7,3 2,0 ml

Methylenblau-Losung 1 :33333 (15 y) 0,5

Enzymlosung 0,5

Als Mass der Aktivitat und Spontanreduktion wird die Entfarbungszeit

in Minuten bei Entfarbung bei 37° angegeben.

Die Enzymlosung wird inH Kuhlschrank aufbewahrt und halt sich in der

Regel 4 Tage.

Ausfuhrung der Bestimmung.

Zu 1 ml der Probe werden in einer Zentrifugenrohre 1 ml

Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Losung und 0,5 ml Enzymlosung

gegeben. Die gleichen Mengen werden der Enzym-Wasser-

Kontrolle zugesetzt, statt der Probe wird bier jedoch. 1 ml

Wasser genommen, Es empfieblt sich, Doppelproben zu

machen. Nachdem die Rohren 1 Stunde lang bei Zimmertem-

peratur im Dunkeln gestanden haben, setzt man 0,5 ml 30 %ige

Trichloressigsaure zu. Nach 10 Min. wird die Losung 7 Min.

lang zentrifugiert (3000 Umdrehungen/Min.). Aus jeder Robre

werden (mit ausgewogener Pipette) 2 ml in Titrierrohren mit

flacbem Boden abpipettiert. (Dimension der Titrierglaser;

siehe Lehmann 1938.) Jede Robre wird mit 3 ml 18-n Scbwefel-

saure, 3 ml Wasser und 3 Tropfen Indikatorlosung versetzt.

Dann wird mit etwa 0,ooi-molarer Cerisulfatlosung aus einer

Mikroburette titriert. Am besten verwendet man hierbei

Druckluft zum Umruhren. Das Ablaufrohr der Cerisulfatlo-

sung, das zu einer Kapillare ausgezogen ist, muss unterhalb des

Fliissigkeitsspiegels nahe dem Boden neben der Mundung des

Druckluftrobrs miinden. Unter gutem Umruhren lasst man
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nun die Cerisulfatlosxmg langsam in die Titrierrohre sickem,

tind bei deutlichem Umschlag wird der Hahn der Burette ge-

schlossen. In zweifelhaften Fallen muss man sich iiberzeugen,

dass wirklich Umschlag vorliegt, indem man nach Ablesen der

Burette noch mehr Cerisulfatlosung zusetzt.

Der Titer der Cerisulfatlosung wird gegen 2 ml 0,ooi-molare

Mohrsche Losung gestellt, mit Zusatz von 18-n Schwefelsaure,

Wasser und Indikator wie oben.

Ausrechnungi Der Unterschied zwischen der verbrauchten Menge Ceri-

sulfatlosung fur die Probe und fur die Enzym-Wasser-KontroUe gibt die

Menge der Bernsteinsaure in der Probe an. Jedes Molekul dehydrierte

Bernsleinsaure entspriebt 2 Molekulen Ferrocyanid und damit 2 Molekulen

Gerisulphaf. Ein Verbrauch von 1 ml 0,
001-molarer Cerisulfatlosung ent-

1 18 t

spricht also 0,5 ml 0,001-molarcr Succinatlosung odcr —t- 7 Bernslein-
2

saure. Da von 3 ml Reaklionsgemisch zum Tilricren 2 ml abpipetliert

werden, muss man die Zahl dcr Milliliter vcrbrauchte Cerisulfatlosung mit

*/• multiplizicren, um die Bemsteinsauremenge in der ganzen Reaktions-

mischung zu crhaltcn. Der gefundene Titer der Cerisulfatlosung ist etwa

0,001-molar. Dcr Cerisulfatverbrauch muss daher fur den entsprechenden

Verbrauch einer cxakt 0
,
001-molaren Losung umgerechnet werden. Was

durch Multiplikation mit dem Titerfaktor 2/bei der TiterstcUung ver-

brauchte Cerisulfatlosung geschieht. Werden beim Stellen des Titers a ml
Cerisulfatlosung (zweekraassig Mittchverl aus 3—1 Bestimmungen) ver-

braucht, so ist der scliliessliche Faktor also folgender:

3 .118,1

2.2

2

a

Multiplizierl man die Anzahl ml Cerisulfatlosung, die der Succinatmenge
der Probe entspricht, mit diesera Faktor, so erhalt man das Resultat direkt

m 7 Bernsteinsaure. Die Ausrechnung sei durch folgendes Beispiel ver-

anschaulicht, bei der als „Probe“ 0,001-molare Natriumsuccinatlosung
dieute.

Rohre Nr. 12 3 4
ml 0,010-m. Ferricyanid-Farb-Puffer-Losung 1,0 1,0 1,0 1,0

0,ooi-m. Natriumsuccinat l,o l,o — —
Aqua redest _ _ 1,0 1,0

Enzyinlosung
0,5 0,5 0,5 0,5

30 % Trichloressigsaure (nach 1 Stde. zugesetzt) 0,5 0,5 0,5 0,5

Censulfatverbrauch 1,898 1,804 0,545 0,530

Miflehvert
1 ,

89(5 0,537

ml Cerisulfatverbrauch beim Stellen des Titers: 2,040

2,040

2,020

Mittelwert 2,037

3
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Faklor; 88.575 .—^= 88,575 . 0,9818= 86,9G.
2,037

ml Cerisulfatlosung entsprechend der Menge der Bernsteinsaure in der
Probe:

1,89S— 0,537= 1,35D.

Ergebnis der Analyse: 86,96.1,359= 118,2 -/ Bernsteinsaure

In der Probe anwesende Menge Bernsteinsaure: 118,17

Differenz: 0,iv

Proz. Fehler: 0,1 %

Standardisienmg der Versuchsbedingungen.

Volumen des Reaktionsgemischs: Die Methode ist standardi-

siert worden, so dass das Gesamtreaktionsvolumen 3 ml betragt.

Dadurch ist es moglich, 2 ml zum Titrieren zu verwenden, so

dass der Cerisulfatverbrauch nicht zu gering und der Titrier-

fehler nicht relativ gross wird. Gleichzeitig wurde bis zu I ml

der Probelosung verwendet; bei hoher Succinatkonz. wurde

entweder verdiinnt Oder eine kleinere Menge zugesetzt, wobei

das Volumen mit destilliertem Wasser auf 1 ml gebracht wurde.

Es ist ein Vorteil, eine so grosse Menge Analysenmaterial zu

verwenden, da die Succinatmenge z. B. des Serums normal so

gering ist.

Ferricyanidkonzentration: Es ware selbstverstandlich von

Vorteil, eine moglichst grosse Menge Ferricyanid zu verwenden.

Die Bestimmung konnte dann bei hoherer Bs-Konzentration als

sonst ausgefiihrt werden. Doch ist es nicht moglich, beliebig

hohe Ferricyanidkonzentrationen zu haben, da hohere Konzen-

trationen die Succindehydrogenase hemmen, wie aus folgender

Tabelle ersichtlich ist,

Jedes Rohrchen ist mit l,o ml 0,ooi-mol. Succinat versetzt=
= 118,1 y Bs. Jeder Wert ist der Mittelwert aus 2 Beslim-

mungen.
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TABELLE 1.

Molarilai Ferricijanid Gefundener Wert y Bs

in- der Ferricyanid-

Farbstoff-PufTerlosung

nach Istundlgcr
Rcaktlon

nach 2stundiger
Reaktioh

0,020 98 116

102 113

6,0150 96

109

0,0125 108

120

6,0100 120

121

6,0075 121

6,0050 119

Die zugeselzte Bs wird quantitaliv bei Ferricyanidkonzenlra-

Uonen zwischen 0,oo3-ni. und 0,oio-m. wiedergefunden. Bei

einer Konzenlralion von 0,oi25-m. ergibt sich mit einer Enzym-
losung ein Verlust von 9 %, rail einer andercn dagegen ein

AnalysenresuUat, das gut rail der zugesetzten Bs-Menge uber-

einstimmt. Bei hoheren Konzentrationen, 0,oi5-m. und 0,o2o-m.,

ist die Debydrierung von Bs etwas geheramt, doch nicht starker,

als dass die Umselzung von 118 '/ praktisch nacb 2 Stunden
abgeschlossen ist. O.oio-m. Ferricyanid diirfte die fiir unsern
Zweck geeignetste Konzentration sein, (Die angegebenen Kon-
zentrationen betreffen samtlich die Konzentration in der „Fer-

ricyanid-Farbstoff-Puffer-L6sung“; siehe S. 30).

Sauerstoff ohne Einwirkung: Wie oben gesagt, braucht man
den Sauersloffverbrauch in Anwesenheit von Ferricyanid im
Uberschuss nicht zu hemmen, da aller durch die Debydrierung
freiwerdende Wasserstoff auf das Ferricyanid als Wasserstoff-
acceptor iibergefuhrt wird. Dies zeigt schon die Tatsache,
dass man bei Bestimmung zugcselzler bekannter Bs-Mengen
in Gegemvart von Ferricyanid in Dberscbuss ricbtige Analysen-
ergebnisse erhiilt. Ausserdem kann man durcb Messen des
auerstoffverbrauchs feststellen, ob ein Zusatz von Succinat

unter imsern Versuchbedingungen eine Steigerung desselben
bervorruft.

Der Sauersloffverbrauch wird mit dem offenen Manometer nach War-
urg gemessen. Der Rezipient ist toils mit „KOH-Einsatz“, toils mit Seilen-

rohr versehen. Volumen - etwa 16,6 mm. Vgl. Krebs (1929), S. 637,
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Bild 305. Ztisatze in gleicher Proportion wie bei der Bs-Bestimmung: 1 ml
Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Losung (mit 0,0l-m. Ferricyanid), 0,B ml En-

zymlosung, 0,2—0,s ml Snccinat im Seitenrohrchen, im Rezipienten Aqua
redest. ad 2,5 ml, im „KOH-Einsatz“ 0,3 ml 5 % KOH.

Atmosphare: Luft. Sbhutteln: Amplitude ±20 mm. Frequenz 100/Min.

Ableseperioden: 15 Minuten. Temperatur 37,0°.

TABELLE 2.

cmm Oj.

wahrend 7 Ableseperioden
(105 Min.).

Zusats im SeUenrohrcben.
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0,0(S-m. Ferricyanid in der Ferricyanid-Farb-Puffer-Losung. Tempera-

tur 27°. I: Im Seitenrohrchen 0,3 ml 0,02-m. Succinat. II: Konlrollver-

such statt dessen Aqua redest.

Aus der Kurve ersieht man, dass der Sauerstoffverbrauch erst wahrend

der zweiten Ableseperiode stark zunimmt. Wird der Sauerstoffverbrauch

mit diesen Enzymlosungen ohne Ferricyanidzusatz bei im ubrigen gleich-

bleibenden Versuchsbedingungen registriert, so sieht man, dass er von

Anfang an hoch ist und dann schnell abnimmt. {Siehe z. B. Ahlgren,

1938.) Hochstwabrscheinlich liegt dies daran, dass der Sauerstoffver-

brauch erst einsetzt, nachdem alles Ferricyanid reduziert ist.

Solange Ferricyanid im tiberschuss vorhanden ist, kaim also

der Sauerstoff als konkurrierender Wasserstoffacceptor die Bs-

Bestimmung nicht stdren. Weitere Hemmung des Sauerstoff-

verbrauchs (z. B. durch Cyanid) eriibrigt sich desbalb.

Zusatz von 2 : 6-DichloTophenoIindophenol: Viele Enzyme liefern, wenn
ausschliessllch Ferricyanid als Wasserstoffacceptor verwendet wird, bei

Bs-Analysen falsche Werte, entweder zu niedrige oder — und zwar meist

— zu hohe. Am nachstliegenden ist es, dies so zu erklaren, dass ein kleiner

Teil der bei der Bs-Umsetzung fiber Fumarsaure gebildeten Apfelsaure de-

hydriert wird. Die Enzymlosung cnthalt Malicodehydrogenase. Um wirk-

sam sein zu konnen, braucht' dieses Enzym die Anwesenheit eines Coenzyms
(Codehydrogenase I). Ungenugendes Waschen der Muskulatur bei der

Enzymbereilung konnte die Ursache sein, dass die Enzymlosung kleine

Mengen dieses Coenzyms enthalt. In einem solchen Fall musste man mit
einer gewissen Dehydrierung der Apfelsaure rechnen. Bei der Ceri-Titra-

tion wurde dann Cerisulfat entsprechend der Dehydrierung teils der Bs,

teils einer kleinen Menge Apfelsaure verbraucht. Man wurde im/ Verhaltnis
zu der in der Probe vorhandenen Bs-Menge einen zu hohen Ceriverbrauch
erhalten.

Die nachstehende Tabelle bietet ein typisches diesbeziig-
liches Beispiel: ein Enzym, das ohne Farbstoffzusatz einen zu
hohen, mit Farbstoffzusatz den richtigen Bs-Wert gibt. Gleich-
zeitig zeigt es sich, dass keine oder nur eine geringfugige De-
kgdrierung von Apfelsaure stattfindet. Jedenfalls ist sie nicht
von solcher Starke, dass sie die zu hohen Bs-Werte erklaren
konnte.

TABELLE 3.

Analysenergebnis: y Bs

mit Farbstoff, 50 y ml ohne FarbstofF

Zuaatz y Bs 118,i 120 130
» y Apfelsaure 134,i 3,2 0,8

Werte, mit Ausnahme der Malat-Bestimmung „mit Farb-
stoff

, Sind Mittelwerte zweier Analysen.)
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l^ine experimentell begriindete Erklarung derxu hohen Werte
bei Bs-Bestimmung obne Farbstoffzusatz fur gewisse EnzjTiie
Oder der Natur der Farbstoffwirkung vermag ich gegenwarlig
nicbt zu geben. Beide Erscheinungen werden indessen den
Gegenstand weiterer Untersuchungen bilden.

Die Erfahrung hat gezeigt, dass der beste Farbstoffgehalt (in der Fcrri-

cyanid-Farbstoff-Puffer-Losung) 50 y/ml (= 1:20000) isl. Auch 70 7./ml
gibt richtige Bs-Werte. Steigert man die Farbstoffkonzenlration bclrachl-

lich dariiber hinaus, so ergeben sich unregelmassige, bisweilen falsche

Analysenresultate. Doch darf der Farbstoffgehalt nicht weniger als 50 7 /ml
sein, vde nachstehende Tabelle zeigt.

Zusatz 7 Bs Analysenergebnis; 7 Bs

ohne Farbstoff mit Farbstoff 15 7/ml 30 7/ml 50 y/ml

118,1 133 129 126 121

(Samtliche hier angegebenen Resultate sind Mittelwerle aus je drei Be-

slimmungen.)

IVir haben bei der Bs-Bestimmung eine Farbstoffkonzentra-

tion von 50 Ylml verwendet (wie oben gesagt, ist hier die Farb-

stoffkonzentration der Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Losung ge-

meint, nicht die des Reaktionsgemisches)

.

Bei der Ausarbeitung der Bs-Bestimmungsmethode erhielten

wir anfangs in einzebien Fallen Enzyme, die trotz diesem Farb-

stoffzusatz bei den Kontrollanalysen zu hohe Bs-Werte lieferten,

Wir nahmen an, dass die unbekannte Ursache dessen darin

liege, dass in diesen Fallen hohere Konzentrationen bestanden

als sonst, und wir versuchten diese Stoning teils durch Zusatz

einer grdsseren Menge Dichlorophenolindophenol zu beseitigen,

teils dadurch, dass wir durch Verdiinnen der Enzymlosung den

fraglichen Faktor abschwachten. Die nachstehende Tabelle

verzeichnet die Ergebnisse solcher Versuche.

TABELLE 4.

Analysenergebnis; 7 Bs

nacli 1 Side. 2 Stdn. 3 Stdn.

Unvcrdunntes Enzym
Farbe 50 7/ml 130 122 111

Enzym-}- M/15 Phos-

phat pH 7,3= 1 1

Farhe 50 7/ml

117 119

Enzym wie oben ver-

dunnt;

Farbe 200 7/mI

77 76
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Zusalz von 118,1 Bs in samtlichen Rohrchen. Samtliche Bs-Werfe sind

Mittelwerle aus zwei Bestimmungen.

Aktivitat im Methylenblau-Versuch nach Lehmann (1930) (siehe S. 32).

Unverdunntes Enzym: 8 Minuten

Verdunnles „ 13 „

(Samtliche Bs-Werte sind Miltelwerte aus zwei Bestimmungen.)

Die Verdiinnung der Enzymlosung hat in Verbindung mit

einem Farbzusalz von 50 7/ml in diesem Falle also die ge-

wunscbte Wirkung.

JalireszeitUche Variationen: In den Monaten September und
Oktober 1940 erhielten wir indessen in der Regel aucb bei

Farbzusatz und nach Verdiinnung des Enzyms in der oben be-

schriebenen Weise zu hohe Werte. Wir haben angenommen,
dass die Konzentration des unbekannten Faktors in diesen Fal-

len so gross ist, dass der Faktor durcb Verdiinnung und Farb-

zusatz nicbt eliminiert werden kann. Das Enzym lasst sicb

nicht beliebig verdiinnen. Sinkt die Aktivitat des verdiinnten

EnzjTns unter einen gewissen empirisch gefundenen Wert ab
(siehe unten S. 421), so geniigt die Reaktionsgeschwindigkeit

nicht fur die vollstandige Dehydrierung von 118 V Bs innerhalb

einer Stunde. Wir versucbten es mit Abanderungen von Ein-

zelheiten der Enzymbereitung, um moglicherweise auf diesem
Wege die Fehlerquelle auszuschalten, doch ohne Erfolg. Da
wir im November 1940 wieder richtige Bs-Werte erhielten, ohne
dass yvir eine Anderung in der Darstellung dess Enzyms vor-

genommen batten, haben wir die fragliche Erscheinung als

eine „jahreszeitliche Variation** aufgefasst, die ja in bezug auf
Dehydrogenasenlosungen nicbts Ungewohnlicbes sind, Sj5-
strOm, (1937) und MArtensson, (1940) geben an, die Citronen-

saurebestimmungsmetbode nach Thunberg liefere im Friihjahr
und besonders im April weniger zuverlassige Werte. Ahlgren,
(1938) hat eine starke jahreszeitliche Variation der Wirkung
seines „X-Faktors“ auf Succinodehydrogenaselosungen nacb-
gewiesen,

Man kann diese Fehlerquelle beseitigen, indem man sicb der
spezifischen und starken Hemmung bedient, welche die Malon-
^ure auf die Succinodehydrogenase ausiibt. Der unbekannte
aktor wird diircb Malonat nicht gehemmt. Bei der ursprung-
ichen Gestalltung der Bs-Bestimmungsmethode stellt man den
emerbrauch fiir Enzym -r Analysenprobe und fiir Enzym +

asser fest. Der Unterscbied im Ceriverbrauch entspricht
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der Bs-Menge der Probe. Hier bedienen wir uns statt dessen
des Unterscbieds im Ceriverbrauch zwiscben Enzym + Aiia-

lysenprobe imd Enzym + Analysenprobe + Malonat. Das fol-

gende Beispiel mag das Verfahren beleuchten; das sich nur tm-
erheblich von dem fruher beschriebenen unterscbeidet. Gleich-

zeitig wird die zufriedenstellende Genauigkeit bei dieser Modi-
fikation der Technik veranschaulicht.

TABELLE 5.

Analysenergebnis y Bs

Zugesetzte y Bs
mit der »Malonat-

Methodei)
mit der ursprunglichen

Methode

118,1 123 133

124 139

114 140

112 135

59,0 64 75

65 84

29,5 28 47

Samtliche Bs-Werte sind ^Cttelwerle aus 2 Bestimmungen. Zu dicsera

Versuch sind 4 verschiedene Enzymlosungen verwendel worden.

Man kann dieses Verfahren entweder standig gebraucben,

Oder auch nur bei den Enzymlosungen, die es unbedingt er-

fordern, (Siehe unten S, 62 fiber die Verwendung verschiedener

Modifikationen.) Aus dem Obigen geht hervor, dass man fur

jede Enzymlosung Kontrollanalysen einer bekannten zuge-

setzten Menge Bs ausffihren muss. Ich babe dies regelmassig

getan und ausserdem in der Regel solcbe Kontrollbestimmungen

auch jeden Tag gemacht. So kann man versichert sein, dass

das Enzym durch die Aufbewahrung nicht gelitten hat. Fur

diese Analysen babe ich Doppelbestimmungen von 1 ml 0,ooi-m.

Succinat (=118.i y Bs) gemacht.

Die Darstellung der Enzymlosung ist der schwache Punkt

dieser Methode zur Bs-Bestimmung. Um ein richtiges Enzym

zu erhalten, ist es von grosster Bedeutung. Fleisch von guter

Qualitat zu verwenden (Fleisch von einem alteren Tier, ohne

Sehnen imd Fett). Infolge der ungewohnlichen Verhaltnisse

war es in den letzten Monaten sehr schwierig, fur die Enzym-

bereitung voUwertiges Pferdefleisch zu erhalten. Bei Bs-Be-

stimmung von 118,1 y Bs mit Enzymen aus schlechtem Fleisch

liegen die erhaltenen Bs-Werte entweder 10—15 % zu niedrig
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Oder zu hoch. Die Differenz zwischen Doppelbeslimmungen

ist aber ebenso klein wie bei Bs-Bestinunung mil vollwertigem

EnzjTn. Nacbstehende Tabelle zeigt das typische Ergebnis

einer Bs-Bestiminung mit einem Enzym aus schlecbtem Fleiscb.

Als Probe 0,ooi-in. Analysenergebnis: y Bs

Succinatlosung. 130 132 (EnzjTn. 14. 10, 40)

Zugesetzt 118,i y Bs. 103 104 (
» 6. 2. 41)

Wenn man nicht volhvertiges Fleiscb und somit vollwertige

Enzjmie erhalten kann, kann man anch Enzyme aus schlecbtem

Fleiscb anwenden, zum Beispiel zur Feststellung einer Differenz

zwischen der Bs-Menge in zwei Analysenproben. Man muss

hierbei stets beachten, dass der erhaltene absolute Bs-Wert

nicht richtig ist.

Eine weitere Standardisierung der Enzymdarstellung ist

wiinschenswert. Am zweckmassigsten ware es, wenn man ein

langere Zeit (einige Monate—^Is Jahr) haltbares Enzympraparat

erhalten konnte. Versuche mit Trockenpraparaten (Weil-

Malherbe 1937) haben keine befriedigenden Ergebnisse ge-

zeitigt. Diese Enzympraparate batten zu niedrige Aktivitiit.

Die diesbeziiglichen Versuche werden fortgesetzt.

Enzymidsung: Die Aktivitat der Enzymlosung, gemessen im
Meth3denblau-Versuch nach J. Lehmann (1930), soli nicht ge-

ringer sein, als es einer Entfarbungszeit von 14 Min. entspricht.

Schwachere Enzyme vermogen in der festgesetzten Reaktions-

zeit nicht 118 y Bernsteinsaure vollstandig zu dehydrieren, wie
nacbstehende Tabelle zeigt.

TABELLE 6.

Enzgmaktwilat Analysenergebnis: y Bs

Entfarbungszeit in

Minuten
j

nach '/« Stde. nach 1 Stde. nach 2 J

6 115 115 114
12 — 120 122
13 - 117 119
14 Vj 107 112 120
17 96

I

110 116

Samtiiche Proben sind mit 118,17 Bs versetzl. SamUiche Bs-Werle sind
Mittehverle aus je 2 Beslimmungen.

Die „Spontanreduklion“, d. h. die Entfarbungszeit im Melhylenblau-
Versuch nach Zusali von 15 7 Methylenblau und ohne Zusatz ein6s Sub-
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strates (siehe Lehmann 1929 und 1930), ist in der Regel zugleich mil der
Aklivitat untersucht worden. Hierdurch -wird kontrolliert, dass das Enzym
nur wenig ...Spontanwasserstoffdonatoren (Spontandonaloren) “ enthall.

Niedriger Gehalt an Spontandonaloren (= lange Entfarbungsdauer im
Spontanreduktionsversuch) ist ein Zeichen dafur, dass die Muskulatur vor
der Enzymextraktion geniigend gewaschen -worden ist. (Beim Waschen
'A'erden sowohl die Spontandonaloren als die wasserloslichen Coenzyme
entfernt.) Lehmann hat fiir Methylenblau-Versuche nur Enzyme benutzt,

deren „Spontanentfarbungszeit“ liber 60 Minuten ist. Auch bei der Bs-

Bestimmungsmelhode ist diese Regel befolgt -worden.

Die Enzymlosungen -werden mit der Zeit von Mikroorganis-
men angegriffen, selbst bei einer Temperatur im Aufbewah-
rungsraum von + 4°. Ein Zeichen beginnender Zersetzung ist

die Verkiirzung der Spontanentfarbungszeit des Enzyms. Nach
meiner Erfahrung gibt eine starke Verkiirzung dieser Entfar-

bungszeit von einem Tage zum andern an, dass das Enzym un-
brauchbar ist, selbst wenn die Zeit nicht unter 60 Minuten ab-

gesunken ist. Ich verwende kein Enzym, dessen Spontanent-
farbungszeit wahrend der Aufbewahrung (beispielsweise von 4

Stunden auf 1 V2 Stunde) stark abgesunken ist. Wir beriick-

sichtigen also mehr die Veranderung der Spontameduktion
wahrend der Aufbewahrung des Enzyms, als die absolute Ent-

farbungszeit.

Ausserdem liefert die Farbe der Enzymlosung einen gewissen Anhalt

i'iir die Beurteilung dessen, ob das Enzym nach einiger Aufbewahrung

brauchbar ist Oder nicht. Frische Enzymlosungen haben eine graurote

Farbe. Bei beginnender Zersetzung versch-windet der rote Ton und die

Losung ist rein blassgrau.

Der pH des Reaktionsgemisches: Die Analyse der Succinat-

losung bei verschiedenem pH und 118 ,

1

7 Bernsteinsaurezusatz

geht aus folgender Tabelle hervor:

TABELLE 7.

pH des Reaktions-
gemisches

Analysenergebnis: y Bs

nach V* Side. nach 1 Side.

6,47 101 117

7,38 113 115

7,73 119 120

(Die angegebenen Bs-Werte sind das Mittel aus zwei Bestimmungcn.)
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Der pH wird elektrometrisch mil dcr Chinhydronelektrode in einer

dem Reaktionsgemisch eiitsprechcnden Losung gemessen, doch ohne

Ferricyanid.

Wie sich ergibt, verlangsamt sich die Reaktion bei Verschie-

bung des pH nach der saiiern Seite, dock nicht mehr, als dass

der l-Stdn.-Wert richtig ist.

Die Reaktion ist also von dem pH des Reaktionsgemisches

ziemlich unabhangig, doch setzen wir der Sicberheit halber

einen Phospliatpuffer mit dem pH 7,3s zu. Dieser pH diirfte

moglicherweise etwas vorteilhafter sein, als eine mehr alka-

lische Reaktion (siehe liieriiber Lehmann, 1930).

Reaktionszeit: Die Dehydrienmg der Bernsteinsaure erfordert

naturlich eine gewisse Zeit. In der Regel geben die Enzyme,
die im Methylenblau-Versuch die starkste Aktivitiit zeigen, bei

den Analysen die schnellste Dehydrierung. Wie oben erwahnt,

soli man keine Enzyme verwenden, die in der Aktivitatspriifung

eine Entfarbungszeit von mehr als 14 Min. haben. Arbeitet

man dagegen mit Enz^nnlosungen von dieser oder hoherer Ak-
tivilat, so sind 118 y Bernsteinsaure schon nach 30 Min. voll-

standig oxydiert. Der Sicherheit halber haben wir als generelle

TABELLE 8.

Zugcsctzl •/ Bs AnaUjsenergebnis: y Bs
nach */j Side, nach 1 Stde. nach I'/sStde. nach 2 Stdn.

236,1 218 228 229
118,1 94 122 124

125 123 123

99 119 123

115 115 114

120 122
112 113 116

124 124

117 119
59,0 52 59 60 GO
29,3 26 30

27 27 29
30 32

33 35
14,8 IG 17 16 18
7.< 9 8 8

Samtliche Bs-Werte sind Mittehverte aus zwei Bestimmungen.
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Reaktionszeit 60 Min. gewahlt, nach welcher Zeit auch die Um-
setzung von 236 y in der Regel abgeschlossen ist. Bei Be-
stimmung grosserer Bemsteinsauremengen spielen andere Fak-
toren mit, auf die ich •weiter unten zuriickkomme.
Aus der Tabelle 8. geht hervor, dass die Ausbeute auch kon-

stant ist, nachdem das richtige Niveau erreicht ist.

Bestimmung grosserer Bs-Mengen (obere Kapazitatsgrenze
der Methode); Die zugesetzte Menge Ferricyanid geniigt, um
mit etwa 500 y Bs zu reagieren. Theoretisch konnte die Me-
thode also zur Bestimmung von Mengen zwischen etwa 5 und
500 y brauchbar sein. Es hat sich indessen gezeigt, dass man
bei grosseren Succinatmengen, z. B. 470 y, eine Ausbeute erhalt,

die 10—15 % unter dem berechneten Wert, d. h. der zugesetzten

Bs-Menge, bleibt.

Bei einzelnen Enzymen kann man dieselbe Erscheinung, obwohl weniger

auffallig, auch bei Bestimmung von 236 y Bs beobachten, doch haben "wir

sie nie bei Bestimmung kleinerer Bs-Mengen, 118 y oder weniger, gdsehen.

Die Ursache dieser Verluste konnte in nicht geniigend langer Reaktionszeit

zu suchen sein. Oder die in diesen Fallen gebildete relativ grosse Fuma-
ralmenge kann dutch Adsorption an das Enzym allmahlich den grosseren

Teil der Enzymflache „blockieren“ und so den letzlen Abschnitt der Bs-

Dehydrierung verhindem oder verlangsamen. Das Analysenergebnis

andert sich nicht, mag man nun die Enzymmenge oder die Reaktionszeit

verdoppeln. Die Ergebnisse sind aus nachstehender Tabelle ersichtlich.

TABELLE 9.

Zugeseizl

y Bs nach 1

Stde.

Analysenergebnis: y Bs

nach 2 nach 3 nach 4

Stdn. Stdn. Stdn.

nach 1 Stde.

mit 1,0 ml En-
zymlosung

236,1 203 213 216 213

472,2 425 425 412

Samtliche Bs-Werte sind Mittelwerle aus zwei Bestimmungen. Aktivitiit

der Enzymlosung 5 Ht bzw. 7 */• Minuten.

Gegenwartig kaxm ich dieses Phanomen nicht erklaren, doch

werde ich ihm weitere Untersuchungen widmen. Die praktische

Folge diesbezuglich durfte sein, dass man sichere Bestimmungs-

ergebnisse also nur fur Werte um 200 y und darunter erhalt.

Bei hoheren Succinatmengen kann man entweder den ge-

fundenen Wert als ungefahren Wert und um 10—15 % zu
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niedrig betrachten, oder wenn die Materialmenge es gestattet,

kann man eine neue Analj^se an einer verdunnten Probe ans-

fiihren.

Licht: Da Licht die spontane Oxydation von Ferrocyanid zu

Ferricyanid be'schleunigt, durfen die Zentrifugier- und Titrier-

rohren nicht langere Zeit scharfem Tageslicht ausgesetzt sein

(siehe Lehmann 1938).

Trichloressigsdurekonzentration: Wenn die Reaktion abge-

brochen werden soil, fallt man das Eiweiss mit Trichloressig-

saure, wodurch die Konzentration des letzteren Stoffes im Re-

aktionsgemisch 5 % belragt. Unvollstandige Eiweissfallimg

kann Unregebnassigkeiten der Ergebnisse veranlassen, namlicb

dadurch, dass reduzierende Svbstanzen die Cerititrierung sto-

ren. Dass die benutzte Trichloressigsauremenge ausreicht, geht

daraus hervor, dass man bei 5 % bzw. 10 % Trichloressigsaure

im Reaktionsgemisch dasselbe Ergebnis erhalt.

5,9% Trichloressigsaure: zugesetzte Bs 118,1;'

Ausbeule 120 y

10 % „ zugesetzte Bs 118,1 y

Ausbeute 120 y

Aufbewahrung der Prohen nach Abbruch der Reaktion: Ne-

ben Stoffen, die dutch das Ferricyanid schneU oxydiert werden
(z. B. Succinat in Gegenwart von Succinodehydrogenase), ent-

halt das Reaktionsgemisch auch Stoffe, die sehr langsam oxy-

diert werden. Verwahrt man eine Probe nach der Eiweiss-

fallung mit Trichloressigsaure, so steigt deshalb der Ceriver-

brauch langsam an. Dieser Anstieg ist starker, wenn die Probe
zusanunen mit dem Eiweissniederschlag verwahrt wird, als

wenn man sie ohne diesen (abpipettiert) aufbewahrt. Siehe die

nachstehende Tabelle.

TABELLE 10.

Aufbewahrung der Prohen nach Abbruch der Reaktion.

Aufbewahrung abpipettiert,

ohne Eiweissfallung

Vj Stde, iVsStde. 2V!Stdn.

Aufbewahrung mit der
Eiweissfallung

I'/sStde. 2V5Stdn.20 Stdn.

ml Ceriverbrauch

der Enzym-Was-
serkontrolle 0,oic 0,393 0,C28 0,026 0,687

0,628

0,844 1,029
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Dies hat zur Folge, dass man, wenn die Proben langere Zeit

(mehrere Stunden bis einen Tag) nach der Eiweissfallung auf-

bewahrt werden, auch die Enzym-Wasser-Kontrolle ebenso
lange aufbewahren muss. (Wird diese sofort, die Analysen-
probe hingegen erst beispielweise nach 24 Stunden titriert, so

ergeben sich folglich zu hobe Bs-Werte.) Dass man auch rich-

tige Bs-Werte bei Aufbewahrung der Proben bis 24 Stunden
nach der Eiweissfallung erhalt, zeigt die Tabelle 12, S. 48. Die
Analysen von 14,8 y Bs sind samtlich erst 24 Stunden nach dem
Zusetzen der Trichloressigsaure titriert worden.

Die Schwefelsdurekonzentration beim Titneren: Bei der Ar-

beit an seiner Milchsaurebestimmungsmethode (Lehmann,
1938) hat Lehmann ^ einige Beobachtungen betreffend die Ceri-

titrierung gemacht, die auch bei der Bestimmung von Bs be-

achtet werden mussen^ Das Titrierverfahren ist ja in beiden

Methoden das gleiche. Die Probe erfahrt wiihrend des Ti-

trierens eine gewisse Verdiinnung infolge des Ceriverbrauchs.

Da die Probeldsung durch den Schwefelsaurezusatz (iiber das

Titrierverfahren siehe S. 32) saurer ist, als die Cerisulfatlo-

sung, die fiir die Titration benutzt wird, verringert sich hier-

durch die Aciditat der Probe successiv. Bei starker Abnalme
der Aciditat steigt der Ceriverbrauch. Deshalb muss ein gewisser

Dberschuss von 18-n. Schwefelsaure zugesetzt werden. Bei

einem Ceriverbrauch von etwa 2 ml darf die zugesetzte Menge
18-n. Schwefelsaure 3 ml nicht unterschreiten, wie die nach-

stehende Tabelle zeigt.

TABELLE 11.

ml 18—n HjSO^
zugesetzt

ml Cerisulfatlosung ver-

braucht bei der Titrierung

1 2,042

2 1,954

3 1,874

5 1,875

6 1.874

Als „Probe“ 2 ml Mohrsche Gebrauchslosung wie bei Titerslellung der

Cerisulfatlosung. Totalvolumen vor der Titrierung 8 ml, nachher ungcfahr

10 ml. (Bei dieser Titrierung wurde Seloglaucin 0 als Indlkator verwendet.)

^ Personliche MHteilung.
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Die Temperatur beim Titrieren: Weiin den abpipettierten

Probelosungen Wasser und 18-n. Schwefelsaure zugesetzt wird,

entwickelt sich infolge der Verdiinnung der Schwefelsaure

Warme. Bei ansteigender Temperaim wdhrend der Titration

verringert sich der Ceriverbrauch, weshalb auf die Temperatur

der Losung Rucksicht genommen werden muss. Das Wasser
und die Schwefelsaure miissen deshalb so rechlzeitig vor dem
Titrieren zugesetzt werden, dass die Proben inzwischen Zimmer-
temperatur haben annehmen konnen (Lehmann^).

2,20 2,30 2,HO ml cerisulfatlosun§

Fig. 2. Ceriverbrauch bei der Titrierung von 2 ml 0,001 mol. Mohrs
Losung bei verschiedenen Temperaturen. Die Temperatur vmrde unmittel'

bar nach der Titrierung gemessen. Indikator Setoglaucin 0.

Die Genauigkeit der Bs-Bestiinmiing.

Die verschiedenen Faktoren, die auf die Methode von Einfluss
sind, haben wir oben untersucht und die fiir die Bs-Bestimmung
optimalen Verhaltnisse festgestellt. Die Technik ist also vor-
laufig endgtiltig, und wir konnen dazu iibergehen, durch . Ana-
lyse bekannter Bs-Mengen die Genauigkeit der Methode zu er-
mitteln.

Folgende Bs-Bestimmungen von Succinatlosungen sind mit
grosster Sorgfalt ausgefiihrt. Besonders wichtig ist es, beim
Umschlag bis zur exakt gleichen Farbstarke zu titrieren.

^ Personliche Miltedung.
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TABELLE 12.

;

Zngesetzte 7 Bs: 236,1 118,1 14,8

Analysenergebnis: 236,- 117,3 16,7

(7 Bs) 234,8 119,0 16,1

233,9 118,5 16,1

235,2 117,5 14,0

236,5 116,3 1.0j4

236,1 118,3 16,7

238,9 118,9 16,5

236,5 118,1 16,5

237,5 119,1 16,0

234,6 118,6 15,1

Mittl. Werte; 236,1 118,2 15,9

Mittl. Fehler: 1,5 0,9 0,9

Als Probelosung wurde 1 ml 0
,
002-m., 0

,
00l-m., bzw. 000l25-m. Succinat-

losimg venvendet. Der hierbei vervrendete Enzym-Wasser-Wert ist Mittd-

•wert aus 4 Enzym-Wasser-Kontrollen. Der mittlere Febler dieses Mittel-

vrertes 'vnirde berechnet; 2ii= ± 0»68 7 Bs.

0
Der mittlereFehler einer Doppelbestimmung: — Hhli.'/Bs

Der Fehler bei Bestimmimg des Enzym-Wasser-Wertes muss

aber auch beachtet werden. Der ganze mittlere Fehler einer

Doppelbestimmung ist somit;

— ~4~ ly3 y Bs.

Bei diesen kurzen Versuchsreiben entspricht der gefundene

Wert rt 3 nicht immer den theoretischen. In diesem Falle

(n-1= 9 bzw. n-1= 3) muss man statt dessen mit rfc 3,8 0 rech"

nen.

±3,8 (y= ±4,9 7 Bs.

Der mittlere Fehler bei Bestimmung von Bs in Serum und

Plasma ist aus 138 Doppelbestimmungen berechnet. Es wurden

stets 2 Bestimmungen des Enzym-Serum-Wertes und 2 Bestira*

mungen des Enzym-Serum-Malonat-Wertes ausgefiihrt. Die

mittleren Fehler der Differenz zwischen den beiden Bestim-

mungen im ersten und zweiten Falle wurden berechnet (Ub^

bzw. (Tm,)

(7bs= ±5,o 7 Bs. —i 4,5 7 Bs.
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Der miltlere Fehler einer Doppelbestimmung ist somit:

dbS.s y Bs.
0M5

]/2
= ±3,2 y Bs.

Dann wurde der ganze mittlere Fehler einer Bs-Bestimmung,

mil Doppelbestimmungen von Enzj'm-Serum-Wert und Enzym-
Serum-Malonat-Werl, berechnet.

Da in der folgenden Untersuchung die Differenz zwisclien der

Bs-Konzenlralion in zwei verschiedenen Serumproben von In-

teresse sein kann, wird auch der mittlere Fehler dieser Differenz

berechnet (ODirr)*

<iDifr=±6,7 y Bs.

Speziflt&t.

Fur eine Reihc von Substanzen ist erraittelt worden, ob sie

durch die Enzymlosung dehydriert werden. Gleichzeilig ist un-

tersucht worden, ob sie die Beslimmung einer zugesetzten be-

kannlen Bs-Mengc storen. Bei diesen letzteren Versuchen be-

trug das Verhaltnis zwischen dem untersuchten Stoff und der

Bs-Menge gewohnlich 10 : 1 und 100 : 1.

In der Regcl warden folgcndc Rcaklionsgemischc verwendet:

0,02-inol. X-Substnnz 0,5 ml 0,1 ml 0,5 ml 0,5 ml

0,002-mo!. Succinnt — — 0,5 —
0,0002-mol. — — — 0,5

Aqua redcst 0,5 0,9 — —
Ausserdem wurden samtlichc Proben mil 1,0 ml Fcrricyanid-Farbsloff

Puffer-Losung und 0,5 ml Enzym vcrsefrl. Die Besfimmungen sind in

der auf S. 32 angcgcbcncn Weisc nusgcfuhrt worden. Im Reaktionsge-

misch ist also die Konzentration der untersuchten Substanz 0,004-molar

bzw. 0,00<K-molar,

Bei der Untersuchung des clwaigcn hemmenden Einflusscs eines Sloffes

auf die Succinodchydrogcnase cmpfichlt cs sich, eine moglichst grosse

Mengc Bs in Gegenwart des fraglichen Stoffes zu bestimmen. Dabei

werden auch schr leichte Hemmungswirkungen erkannt, was bei der

Dchydricrung kleincrer Bs-Mengen nichl der Fall gewesen ware. Im
lelzlcrcn Falle kann cin Ubcrschuss an Enzym cine leichte Hemmungs-
wirkung uberdccken, so dass die zugcsctzlc Bs-Menge trotz der Hemmung
in der verwendclcn Reaktionszeit vollstnndig umgesetzt wird. Wir haben
bei diesen Versuchen in der Regel mit eincm Zusatz von 230 5' Bs bei

Enzymen mit holier .^ktivilul {weniger als 5 Min. Entfarbungszeit in der

4
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Aktivitatsprobe) gearbeitet. Bei weniger aktiven Enzymlosungen haben

wir uns der Bs-Konzentration des oben angegebenen Versuchs, 118 y,

bedient.

Wird ein Stoff durch die Enzymlosung debydriert, so geschiehl dies

cntweder mil Hilfe der Succinodehydrogenase oder einer anderen in der

Losung vorhandenen Dehydrogenase. Welches die "wirksame Dehydro-

genase ist, entscheidet ein Versuch mil dem fraglichen Stoff und einer

grosseren (siehe oben) Bs-Menge in derselben Probe. Wird die Substanz

mit Hilfe der Succinodehydrogenase oxydiert und somit an diese ad-

sorbiert, so wird infolge der langsameren Umsetzung dieses Enzym daran

gehindert, innerhalb der Reaktionszeit auch die zugesetzte Succinalmenge

zu oxydieren {„das Enzym wird fur Bs blockiert"). Wird dagegen der

fragliche Stoff mit Hilfe einer anderen Dehydrogenase debydriert, so

bleibt die Succinatumsetzimg unbeeinflusst. Es ergibt sich in diesem

Falle eine Addition der Dehydrierung beider Stoffe, die im Endergebnis

der Bestimmung abgelesen wird. (Dies unter der Voraussetzung, dass

ein tjberschuss an Wasserstoffacceptor, Ferricyanid, vorhanden ist.)

Untersuchte Substanzem Folgende Gruppen von Stoffen sind

hier von Interesse.

1. Substrate der ubrigen in der Enzymlosung vorkom-

menden Dehydrogenasen
a) fur Enzyme, die kein Coenzym benotigen,

b) fiir Enzyme, die Codehydrogenase I (Cozymase)

benotigen,

c) fiir Enzyme, die Codehydrogenase II benotigen,

(b) und c) bedeutet gleichzeitig Kontrolle dariiber, dass die

Enzymlosung durch das Waschen von Coenzym befreit ist).

2) Stoffe, die der Bs chemisch nahe stehen.

.3) Stoffe, die im Organismus Bs bilden oder von Bs ge-

bildet werden konnen.

4) Enzymgifte, die experimentell von Interesse sind.

5) Stoffe, die normal oder unter gewohnlichen experi-

mentellen Verhaltnissen in Serum, Ham, Gewebsfliis-

sigkeit o. dgl. vorkommen konnen mid von diesem

Gesichtspunkt aus von Interesse sind.

Nacbslehend sind samtliche untersuchten Substanzen verzeichnet. Dic-

jenigen, die die Bs-Dehydrierung hemmen, sind mit einem— versehen,

einerlei, ob sie selbst dehj’driert w’erden oder nicht. Stoffe, die oxydiert

werden, ohne die Succinatumsetzung zu beeinflussen, sind mit einem

bezeichnet. Die ubrigen sind indifferent.

Sauren und Basen sind als Salze in neutraler Losung verwendet wor-

den, die Sauren in der Regel als Natriumsalz, die Basen in der Rcgel als

Chloride.
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— Aconitsaure

(— )
Athylbernsteinsaure

Athylather

jS-Alanin

(+) 1-Apfelsaure

Arginin

Asparaginsaure

Brenzlraubensaure

n-BuUersaure

Citronensaure'

Essigsaure

— Fumarsaure

Fruktose

Galaklose

d-Glutaminsaurc

Glutarsaure

o-Glycerinphosphorsaure

Glykose

Harnsloff

— Hexosediphosphorsaurc

Hexosemonophosphorsaurc

Histidin

Isoleucin

— a-Keloglularsaure

Lavulinsaure

Maleinsaure

— klalonsaure

— Methylbernsteinsaure

d'Milchsaure

— Oxalessigsaure

— Oxalsaure

-} l-a-Oxiglularsaure

Phenylalanin

B. D. H.

Kahlbaum

Aqua redest., mit Alher ad narcosin

gesattigt

Fraenkel u. Landau

Merck

Argininnitrat Hoffmann la Roche

Kahlbaum

Natriumpyruvat ^

Kahlbaum
Nalriumcitrat Merck

Nalriumacetat Merck pro analysi

Merck

Merck puriss, cryst.

Kahlbaum
Hoffmrtnn la Roche

Kahlbaum
Natriumglycerinphosphat Merck

Merck

Kahlbaum
Calciumhexosediphosphat ^ eine

Mischung, beslehend aus den Gly-

kose-, Fruktose- und Mannose-

Derivalen.

Calciumhexosemonophosphal aus

den Glykose-, Fruktose- und Man-

nose-Derivoten bestehend.

Hoffmann la Roche

Kahlbaum
Synthetisiert nach Neuberg u.

Ringer (1915).

Hassle. Schmelzpunkt 35°

Kahlbaum

Merck

Kahlbaum
d-Litiumlaktat ^

Synthetisiert nach Fenton u. Jones

(1900).

Kaliumacetat Kahlbaum pro analysi

Das Natriumsalz, aus dem Zink.salz

dargestelll

Hoffmann la Roche

* Dieses Praparat hat mir Professor J. Lehmann zur Verfiigung gestellt,

\vofur ich ihm sehr danke.
- Dieses Praparat hat mir Professor T. Thunberg zur Verfugung gestellt,

wofiir ich ihm sehr dankbar bin.
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Phenolphtalein

Propionsaure

— Pyrophosphorsaure

dl-Serin

+ Tartronsaure

Urethan

n-Valeriansaure

Weinsaure

Kahibaum. 3 Tropfen 1 ®/oo Losung

in Alkohol pro ml Aqua redest.

Kahibaum
NatriumpjTophosphat Kahibaum

Hoffman la Roche

B. D. H.

Merck

Kahibaum
Kalium-Natrium-Tartrat Kahibaum

pro analysi

Die Wirkung der Stoffe, die auf die Bs-Beslimmung von Einfluss warcn,

wurde naher untersucht; die Ergebnisse sind in der folgendcn Tabclle ver-

zeichnet.

TABELLE 13.

Snhstanz

Subslanz
allein /.v Mol.

2 10

10 /t Mol. Sub-
slanz

y

Bs

11,8 118,1 236,1

DilJerenz in y Bs
zwischenlOjU Mol.

Substanz und

118,1 7 236,1 7 Bs

Aconitsaure 0 0 39 - — 79 - —

Apfelsaure 3 5 18 — — — —

Athylbernstein-
1 0 MM ““

saure — 9 — 124 241 — — 4

— 2 — •— 211 — — 27

Fumarsaure 3 4 18 116 — - 6 —

Hexosediphosphor-

* 2 89 — — 31

saure 98 ‘ — — 201 > — — 15> —
96 1 — — 184 > — — 30* —

a-Ketoglutarsaure 32 49 57 — 140 — — 145

Malonsaure

Methylbernstein-

— 0 — 3 — — 115

saure 8 7 — 128 226 — 17

Oxalessigsaure ... G* — — — 3* — — 239*

Oxalsaure — 2 — 83 — 37 —
l-a-Oxiglutarsaure

P3'rophosphor-

9 15 — 134 — + 1 —

saure — — — 5 — — 113 —
Tartronsaure — 10 — — 245 — — 1

Aus dieser Tabelle geht hervor, dass nur ein Stoff, namlich

Hexosediphosphat, in etwa deraselben Umfang wie Bs de-

» 0,5 Mol.

- 2,5 Mol.
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hydriert wird. a-Ketoglutarsaure wird langsam oxydiert, 1-a-

Oxiglutarsaure unbedeutend, wahrend einige weitere Substanzen

eine minimale oder unsicbere Wirkung ausiiben.

Oxalessigsaure, Malonsaure, a-Ketoglutarsaure und Pyrophos-

phorsaure hemmen die Succinodehydrogenase stark, Aconit-

saure nicht ganz so stark. Fumarsaure und Oxalsaure wirken

scbwach, Methyl- und Athylbernsteinsaure nur ganz geringfiigig

hemmend.
Diese Ergebnisse haben gewisse Konsequenzen fiir die Metho-

dik der Bs-Bestimmung. Sie unterricbten uns aber aucb iiber die

Spezifitat der Succinodehydrogenase, was von theoretischem

Interesse sein kann. Dies wird in einer spateren Arbeit erortert.

Methodiscbe Probleme aus Anlass der obigen Befunde.

Die oben aufgezahlten Stoffe konnen in gewissen Konzentra-

tionen die Bs-Bestimmung nach der bier gestalteten Technik sto-

ren. Methyl- und Athylbernsteinsaure sind, soweit bisher be-

kannt, ohne biologiscbes Interesse. Ihre Wirkung auf die

Bs-Bestimmung ist ausserdem ausserst gering. Die hemmende
Wirkung der Oxalsaure und der Aconitsdure ist wahrscheinlich

zu scbwach, um eine Rolle spielen zu konnen, ausser in sebr

hohen, fiir die Oxalsaure unphysiologischen Konzentrationen.

Ober das Vorkoramen der Aconitsaure unter normalen und pa-
thologischen Verhaltnissen ist sebr wenig bekannt. Die normale
Konzentration der Oxalessigsaure in Blut und Geweben ist sebr
niedrig (Szent-Gyorgyi 1937 b). Zudem wird sie scbon bei

neutraler Reaktion schnell in die fiir die Bs-Bestimmung un-
schadliche Brenztraubensaure umgewandclt. Diese Umwand-
lung diirfte scbon nach wenigen Stunden annabernd vollstan-
dig sein. Mindestens diese Zeit verfliesst aber gewobnlicb zwi-
schen der Entnahme der Probe und der Ausfiihrung der Ana-
lyse.

o--Ketoglutarsdure und Hexosediphosphorsdure beeinflussen
die Bs-Bestimmung in sebr hohem Grade. Diese beiden Stoffe
konnen in biologischem Material (Blut, Gewebsfliissigkeit
u. dgl.) vorkommen, weshalb es eine Methode zu finden gilt,

womit man sie vor Beginn der Bs-Bestimmung entfernen kann.
Methode zur Bestimmung von Bs in Gegenwart von Hexose-

diphosphorsdure (Technik 2): Diese Methode stiitzt sich auf die
Tatsache, dass Malonsaure in passender Konzentration die De-
hydrierung von Bs annabernd hunderlprozentig hemmt, ohne
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die Oxydierung von Hexosediphosphat zu beeinflussen. Siehe

Tabelle 14.

TABELLE 14.

Rohr-Nr. 1 2 n 5

Aqua redestillata 0,5 o,t H
Succinat 0,oo2-mol 0,5 — —
Hexosediphosphat 0,ooi-mbl. — 0,5 0,5 H —
Malonat 0,io-mol. — — — 0,1 —

» O,02-mol 0,5 — 0,5 — —
Kaninchenserum mit Hexose-

diphospliat 0,ooo5-mol — — ~ 0,0 0,9 —
Kaninchenserum, mit 118, 1 */

Bs pro ml und 0,oi-mol.

Malonat — — — — — 1,0

Zugesetzt */ Bs 118,1 — — — B 118,1

Analysenergebnis, als y Bs be-

rechnet 1 102 105 74 69 0

Wie aus diesen Ergebnissen hervorgeht, wird die Dehydrie-

rung von Hexosediphosphat weder in rein wassriger Losung

noch in Serum durch die bier angewandten Malonatkonzentra-

tionen beeinflusst. Vergleichsweise sei erwahnt, dass 0,004-mo-

lares Malonat im Reaktionsgemisch die Succinodehydrogenase

unter denselben Versuchsbedingungen annahernd hundertpro-

zentig hemmt.

Bei der wrspriingliclien Technik erhall man den Unlerschied im Ccriver-

brauch zwischen der Enzj'm-Probelosung und der Enzym-Wasserlosung als

Mass der Bs-Menge in der Analyscnprobe. Hier verwenden wir stall

desscn den Unlerschied zwischcn der Enzym-Probelosung und der Enzym-

Probe-Malonatlosung. Da die Malonalhemmung bisweilen nicht vollstan-

dig, sondern nur 96—97 %-ig isl, konnen die mil diescr Technik erhaltc-

nen Bs-Werte um 3—4 % zu nicdrig sein. Ober Ausfuhrung, Losungen

usw. siehe S. 64.

Methode zur Besiimmiuig von Bs in Anwesenheit von a-Kelo-

glutarsdure: In den bisherigen Methoden zur Isolierung (und

Beslimmung) von u-Ketoglutarsaure hat man gewohnlich die

Reaktion der Ketogruppe mit irgendeinem Ketonreagens ver-

werlel. Die dabei gebildete Verbindung wmrde durch Ausfal-

lung Oder Extraktion von der Bs geschieden (Krebs u. Johnson
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1937 a, Weil-Malherbe 1937 a, Krebs 1938, Krusius 1938 und

1940, SiMOLA 1939).

Urn die a-Ketoglularsaure zu beslimmen, hat man dlese dann mil Per-

manganat oxydiert. Sie wird dabci quanlitaliv in Bs umgewandelt und

lasst sich als solchc beslimmen. Krebs {1940 b) hat cine vereinfachte Me-

thode zur gleichzeiligcn Beslimmung von Bs und a-Keloglutarsaure aus-

gearbeitet. Dafaei wird mil einer enzymatischcn Methode (Krebs 1938)

teils die Bs direkf, toils die „tolale Bs“ nach Oxydation mil KMnO* be-

slimml. Im lelzteren Falle wird Bs + a-Kctoglularsaure bestimmt. Die

lelztere iibt jedoch einc starke Hemmung auf die Succinodehydrogcnase

aus (siehe S. 28). In Gcgcmvarl von a-Ketoglularsaure werden bei dieser

enzymatischcn Beslimmungsmelhodc die Bs-Wcrte zu nicdrig und die fi-

Ketoglutarsaurewertc zu boch, was Krebs in seinen Vcrsuchen nicht be-

achtet hat.

Diese Melhoden zur Isolierung und Beslimmung von a-Ketoglularsaure

sind fur verhallnismassig grosse Mcngen Analysenmaterial und in der

Regel fur hoherc Konzentralionen (Harn) ausgcarbcilet worden als die,

mil denen wir cs bier zu tun baben. Es muss also eine Methode zur

Beseiligung der a-Keloglutarsaure vor der Bs-Bestimmung fur kleine

Mengen Analysenmaterial und niedrige Konzentralionen ausgearbeitel war-

den. (Die normale Konzentration der a-Ketoglutarsaurc im Mcnschen-
serum ist nach Krebs (1938) T.s—10,5 -//ml.)

Es ist nicht wahrscheinlich, dass man die n-Kcloglularsaure bei diesen

niedrigen Konzentralionen als ein schwerlosliches Salz ausfallen konnle.

Aucb die schwerloslichen Succinate sind hierfur nicht brauchbar (siehe

S. 12), Bleibl also der schon fruher eingescblagene Weg: man lasst die

a-Ketoglularsaure mil einem gecigneten Kelonreagens rcagieren, worauf
die gebildele Verbindung irgendwie von Bs isoliert wird. Es ist nicht

anzunehmen, dass man dabei eine solcbe Verbindung qnanfitativ ausfaUen
kann. Vors’ersuche mit a-Kctoglutarall6sungcn und 2 : 4-Dinitrophenyl-
hydrazin baben aucb gezeigt, dass dies fur diesen Fall nicht raoglich war.

Es bleibl dann die Moglichkeil, die bciden Verbindungen durch Extrakr
tion zu scheiden. Man kann die Bs extrahicren, wahrend das Ketosaure-
derivat in der Losung verbleibt. Weil-Mat.herbe ( 1937 a) extrahiert Bs
mil Alher, in welchcm die Verbindung der a-Ketoglularsaure mit Bisulfit
schw erloslich ist. Es wurde versuefat, diese Methodik fur die Bestim-
inung kleiner Bs-Mengen abzuandern, xvobei die Bs-Extraktion mit dem
Schaukelverfahren nach Widmark A'orgenommen wurde. Schweflige Saure
ist indessen in Ather allzu leicht loslicb, und diese Methodik ist deshalb
bier nicht brauchbar.

Man kann das Keton-Derivat extrahicren, wahrend die Bs in der Losung
'erbleibt. In den bisherigen Methoden hat man das 2 : 4-Dinitrophenyl-
jdrazon der a-Kcloglutarsaure mit Alhyirither oder Athylacelat extra-

biert (Krebs 1938, Krusius 1938 und 1940, Simola 1939). Bs ist indessen
iR thylalher nicht besonders schwcrloslich. Der Verleilungskoeffizicnt
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der Bs zwischen Wasser und Ather isl elwa 5 bei 20°. Desbalb muss die

Menge des Aihers bei der Extraklion im Verhaltnis zur wassrigen Losung

klein sein, damit nichl zu viel Bs exlrabiert wird. Dasselbe giU fur das

Alhylacelal. Bei zweimaliger Exlraktion mit Volum Ather (Krebs 1938)

werden, svenn man mil diesem Verleilungskoeffizienten rechnel, ehva 8 %
Bs exlrabiert, bei dreimaliger Extraklion mit derselben Menge (Krusius

1940) etwa 11 %. Es ware also von einem gewissen Vorleil, wenn man
ein anderes Extraklionsmiltel fur das 2 : 4-Dinitrophenylhydrazon finden

konnte, das Bs weniger leicht lost.

Bs ist schwerloslich in Amylather, Chloroform und Toluol (Orskov

1931). In Vorversuchen wurde feslgestelll, dass das 2 : 4-Dinilrophenj'l-

hydrazon der o-Ketoglularsaure in Kohlenletrachlorid, Benzol, Toluol

und Chlorbenzol praktisch unloslich isl, in Amylather, Isoamyliilher und

Chloroform fast unloslich, in Amylalkohol, Essigsaureanhydrid ciwas 16s-

lich und in Acelon, Athylacetal, Athylalher sowie in Chloroform, das 50,

10 und 5 Vol.% Athylacetal enthalt, leichtloslich.

Da Bs in Chloroform schwerloslich ist, wurden Versuche ge-

macht, aus einer Losung von Bs und a-Ketoglutarsaure die letz-

tere als 2 ; 4-Dinilrophenylhydrazon mit Chloroform, das 5

Vol.% Athylacetal enthalt, auszuziehen. Um festzustellen, oh

alle a-Ketoglutarsaure ausgezogen war, wurde der Rest nach der

Extraklion mit Permanganat oxydiert. Darauf wurde die Bs-

Bestimmung vorgenommen, nachdem die Bs mit Ather extra-

hiert worden war (Ausfiihrung siehe S. 64). Es zeigle sich,

dass bei der Extraklion praktisch alle Ketoglutarsaure entfernt

worden war, wahrend praktisch keine Bs ausgezogen war. Die

Efgebnisse einer Versuchsreihe sind in der folgenden Tabelle

aufgefuhrt. Die angegebenen Bs-Werte sind Mittelwerte aus

zwei Bs-Bestimmungen.

TABELLE 15.

1

Rohr-Nr. 1 2 3 i
1

1

j

Zugesetzt y Bs

Zugcsetzt a-Ketoglutarsaure{be-

59,0 0 29,3 0

j

rechnet als y Bs) 0 59,0 29,3 0

j

Analysenergebnis: y Bs Ruck-

j
stand nach der Extraklion ... 54 0 32 0

1 Chloroformextrakt 0 — 0

Die angegebenen Bs-Werle sind Millehverle aus drei oder vicr Beslim-

mungcn. — Um feslzuslellen, dass alle «-Ketoglutars3ure exlrabiert wor-
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den war, wurde der RQcksland nach der Chloroformexlraklion mit Per-

manganal oxydiert. Erst danach wurde die Bs-Bestimmung ausgefuhrt.

Wenn man die so isolierte a-Ketoglutarsaure mit Permanganat oxydiert,

wird sie quantitaliv in Bs umgewandelt. Mit der neuen Methode zur Bs-

Beslimmung musslen sich so auch sehr kleine Mengen a-Ketoglutarsaure

quanlitativ bestimmen lassen. Hierbci slosst man jedoch auf gewisse

Schwierigkeiten, die besonders untersucht werden mussen. Da dies aus-

serhalb des Rahmens dieser Arbeit liegt, gehc ich bier nicht darauf ein.

Es sei nur bemerkt, dass ein sehr grosser Teil dcr dem Serum zugesetzten

a-Ketoglutarsaure an den Ehvcissnicderscblag adsorbierl wird. Fruhere

Auloren (Krebs 1938, Khusius 1938 und 1940) babcn dies nicht beachtet.

Ihre Methoden waren fur Ham ausgearbeitct und sind dann auf Serum und

Gewebssuspensionen angcwandt wordcn (siehe auch KarlstrOm et al.

1939).

Bezuglicb der Ausfubrung dieser Metbodlk zur Beslimmung von Bs in

Gegenwart von a-Kctoglutarsaure (Technik 3) siehe S. 64.

l-a-Oxijglutarsaure wird nur langsam von der Enzymlosung dehydriert.

Diese Dehydrierung erreicht ein fur die Methode storcndcs Ausmass nur

bei sehr hohen, wahrscheinlich unphysiologischcn Konzcntrationen der

Saure. Man kann vermuten, dass solche Konzcntrationen nicmals Oder

ausserst selten in vivo vorkommen. Die Umsctzung dieser Saure ist sowohl
in vitro als in vivo sehr wenig untersucht.

Von den physiologisch vorkommenden. Stoffen, die die Bs-
Bestimmung storen konnen, sind wahrscheinlich nur a-Keto-
glutarsaure und Hexosediphosphorsaure von Bedeulung. Zur
Bestimmung von Bs in Anwesenlieil dieser beiden Stoffe ist eine
spezielle Methodik ausgearheitet worden.
Zwei Stoffe sind noch zu nennen, Malonsdure und Pyrophos-

phorsdure, die von Bedeutung sein konnen, da sie bisweilen
sxpenmentell Verwendung finden.
Methode zur Bestimmung von Bs in Gegenwart von Malon-

sdure (Technik 4): Bei enzymatischer Bestimmung von Bs muss
man zugesetzte Malonsaure eliminieren konnen. Krebs u. John-
son (1937 a) oxydiert die Malonsaure mit Cerisulphat oder Ka-
lumpermanganat und bestimmt danach die Bs. W^eil-Malherbe

( 37 a) erhitzt die Probe in schwefelsaurer Losung im Autoklav
auf 130—135°. Hierdurch wird die Malonsaure

VO sl^ndig zerstort, wahrend die Bs nicht angegriffen wird.
er achteil des Verfahrens, bei Bs-Bestimmung storende Sub-

s anzen durch Oxydation zu entfernen, liegt darin, dass dabei

h
oxydiert werden, wie schon von Moyle

hervorgehoben worden ist. Die Stoffe, mit denen man
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diesbeziiglich in biologischem Material zu rechnen haben diirfte,

sind a-Oxyglutarsdure nnd a~Ketoglutarsdure.

Umselzung und Vorkommcn dcr ersteren Saure isl, wie oben erwiihnt

wurde, ^venig erforscht. .Kkebs (1938) gibt an, die Saure gehe bei Oxyda-
lion mil Kaliumpermangal zii 88 % in Bs fiber. Weil-Malherbe (1937 c)

hat dies nicht bestatigen konnen, sondern findet hochstens 40 % als Bs

wieder.

Welche Rolle diese Saure als Fehlerquelle bei Bs-Bestimmungen nach

vorheriger Oxydation mit Pcrmanganat spielen kann, wissen wir nicht.

Vermullich keine grosse, denn erstens hat man diesen Stuff bisher nicht

in Scrum gefunden, zweitens wird er nur zum Teil in Bs oxydiert. Dieser

unbekannte Faktor wfirde vollig ausscheiden, wenn die a-Oxyglutarsiiure

von Malonsaure und Bs getrennt werden konnte. Fine geeignete Mclhode

hierffir haben wir nicht finden konnen.

Die Rolle der ci-Kcloglutarsaure im intermediaren Stoffwechsel ist in den

letzten Jahren cifrig erforscht worden (hauptsachlich durch Versuche in

vitro). Aus den u-enigen bisher ausgeffihrten in vivo-Versuchen mil Ana-

lysen von Serum geht hervor, dass die normalc Konzentralion im Scrum

des Menschen etwa 0,7— 1,0 mg%, im Serum von Rindern 3—4 mg% belragt

(Krebs 1938, KarlstrOm et al. 1939, Krusius 1940). Nach diesen wcnigen

Analysenergebnissen ist normal hinreichend a-Kcloglutarsaurc vorliandcn,

um bei Oxydation mit Pcrmanganat verhaltnismassig grosse Mcngcn Bs zu

bilden und die Bcstimmungsergebnisse stark zu beeinflussen. Die a-Keto-

glutarsaure muss also zunachst entfcrnt werden, bevor die Malonsaure oxy-

dierl wird. Anschlicssend wird die Malonsaure mit Kaliumpermanganal

oxydiert. Die Bs wird wie oben mit Ather extrahiert und endgfiltig im

Schaukelextrakl beslimmt. Ffir Ausffihrung, Losungen usw. verweisc ich

auf S. 65.

Pyropliosphorsaure ist in dieser Arbeit nicht verwendet worden, da cs

sich gezeigl hat, dass sie diO Succinodehydrogenase nicht spezifisch hcmmt,

entgegen der ursprfinglichen Behauptung (Leloir u. Dixon 1937). Die cn-

zymatische Dchj'drierung von /3-Oxybultersaure wird durch Pyrophosphat

stark gehemmt (Literalur bei Hoff-JOrgensen 1940). Deshalb haben wir

keine ^^ethode zur Bestimmung von Bs in Anwesenheit von Pyrophosphat

ausgearbeitct. Fine solche wfirde sich jedoch ohne Schwierigkeit angcbon

lassen, da Pyrophosphorsaurc in wassriger Losung nach und nach spon-

tan in Orthophosphorsaure iibergehl. Es handelte sich also nur darum

festzustellen, wie lange es dauert, bis diese Reaktion abgeschlossen isf.

Anwendung der Metbode auf biologisclies Material.

Bei der Anwendung dieser Metbode zur Bs-Beslimmung in

biologischem Material (Plasma, Serum u. dgl.) kann man enl-

weder das Enzym direkt auf die Bs in der Probe einwirken

lassen, bder man kann zunachst durch irgendeincn Prozess die
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Bs von solchen Substanzen im Analysenmaterial isolieren, die

die Bestimmung storen konnen.

Ira ersteren Falle kann man die Bestimmung nach der ursprunglich aus-

gearbeiteten Technik ausfuhren. Ausscr der Enzym-Wasser-KontroUe ist

jedoch noch eine weitere Kontrolle einzusetzen. So gibt es .beispielsweise

im Plasma Substanzen, die spontan (ohne Enzym) dutch Ferricyanid oxy-

diert werden. Der Ceriverbrauch dieser Stoffe wird durch eine Probe-

Wasser-Kontrolle festgestellt, in der die Enzymlosung durch die enlspre-

chende Menge Aqua redest." ersetzt wordcn ist. Der Ceriverbrauch in dieser

Probe wird mit dem der Enzym-Wasser-Kontrolle addiert. Die Summe ent-

halt aber auch den Verbrauch, der erfordcrlich ist, um zwci Indikator-Um-

schlage zu erzielen, da es sich um zwei Titrationen handelt. Sie ist daher

um den Wert eines Umschlags zu vermindern, ehe sie mit dem Ceriver-

brauch der Enzym-Analysen-Probe verglichen werden kann. Dieser „korri-

gierfe Kontrollwert" wird nun vom Ceriverbrauch von Enzym + Probe ab-

gezogen, und das Ergcbnis entspricht der Bs-Menge in der Analysenprobe.

Lehmann (1938) hat fur die Grossen, die bei einer solchen Analyse be-

stimmt werden miissen, folgende Bezeichnungen eingefuhrl, die auch hier

im Prinzip zweckmassig verwendet werden konnen:

1. Fofa/reduA'f/on = Ceriverbrauch von Blulprobe + Enzym + Ferricya-

nid-Farbsloff.

2. Spontanreduklion der Probe = Ceriverbrauch von Blutprobe + Ferri-

cyanid-Farbsloff.

3. Spontanreduklion des Enzyms = Ceriverbrauch von Enzym + Ferri-

cyanid-Farbstoff.

4. /ndffcatormerf = Ceriverbrauch von Ferricyanid-Farbstoff.
0 . KoTTigiertcr KontroUwcrt = 2 -f 3— 4.

1—5 enlsprechen der Menge Bs in der Probe.
Fur Ausfuhrung, Losungen usw. verweise ich auf S. 63.
Dass die Bestimmungsmelhode zuverlassig ist, zeigt folgender Versuch,

no die Bs-Analysc in Heparinplasma, das mit einer bekannten Bs-Menge
'ersetzt war, ausgefuhrt wurde. Bei dem Versuch wurde Natriumsuccinat-
losung in einen Messkolben abpipettiert, worauf bis zur Marke Plasma
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TABELLE 17.

Analg.tencrgebnis: y Bs
(Mittelwerte aus 2 Bestimmungen)

Kaninchenserum mit 59,o *' Bs

pro ml versetzt 78 63 62 53

Kaninchenserum allcin 20 2 3 0

Differenz 58 61 59 53

zugesetzt wurde. Die Volumverlialtnisse wurden so gewahlt, dass die un-

vermeidliche Plasmaverdunnung hochstens 9 : 10 betrug.

Die Genauigkcit der Bcstimmung von Bs in Plasma, Serum o. dgl. isl

geringer als bei Beslimmung von Bs in reinen Losungen. Im ersteren Falle

findet man den Bs-Werl als das Ergebnis von vier Titrationcn, im letztcren

als das Ergebnis von zweien.

Wie auf S. 52 dargelegt wurde, wird die Bs-Bestimmung durch die

Anwesenheit von Hexosediphosphat erheblicb gestort. Normal komml

Hexosediphosphorsaure niclit in Plasma oder Serum, wohl aber in Blul-

korperchen und Gcwebsextraklen vor (Lileralur siehe Oppenheimer 1939).

Dicsen storenden Faktor kann man ausschalten, indcm man sich der spe-

zifischen Hemmung bedient, welche die Malonsaurc auf die Succinodc-

hydrogenase ausiibt (siehe S. 53). Aus Tabelle 14, S. 54 gcht hervor, dass

sich die hier angegebene Technik auch auf Plasma und Serum anwcnden

lasst. Die Bs-Menge der Probe wird aus dem Untcrschied zwischcn dem

Ceriverbrauch der Probe ohne und der Probe mil Malonat berechnel. Da-

durch vereinfacht sich die Bercchnung, und vor allem findet man den

Bs-Werl als das Ergebnis aus nur zwei Tilrationen, stall aus vier, wie in

der oben angegebenen Serum-Melhodik. Teils aus diesem Grunde, leils

auch weil schon minimale Mengcn Hexosediphosphat die Beslimmung

storen konnen, haben wir in der lelzlen Zeit durchwcg bei der Beslimmung

von Bs in Serum oder Plasma mil dieser „Malonatlechnik“ gearbeitel.

Fur Ausfuhrung, Losungen usw. vcrweise ich auf S. 63).

Schaukelextraktion von Bs: In gewissen Fallen empfiehlt e.s

sich, vor der eigentlichen Bs-Analyse die Bs von im Analysen-

material vorhandenen storenden Substanzen zu scheiden. Bis-

weilen kann dies noUvendig sein, bevor die Probe z. B. der Oxy-

dation mit Permanganat ausgesetzt wird. Am zweckmassig-

sten ist es, die angesauerte Probe mit Athcr zu extrahieren,

wobei man Bs und die iibrigen atherloslicben Sauren frei von

sonstigen Stoffen erhalt. Bei kleinen Mengen empfiehlt es .sich,

diese Extraktion mit Widmarks Scbaukelextraklionsmethode

auszufiibren. (Siehe ausfiihrlicher iiber Prinzip, Technik usw.

bei WiDMARK (1933.)
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Die der Alherextraktion vorangehende Ansauerung setzt die vollige oder

teilweise Ausfallung des Eiweisses der Serumprobe voraus. Es gilt dabei

ein seiches Fallungsmittel zu wahlen, dass die Bs nicht an den Nieder-

schlag adsorbiert wird, was zu niedrige Analysenergebnisse zur Folge hatte.

Orskov (1931) hat bei Bestimmung der Gesamtmenge atherloslicher

Sauren im Blut das Eiweiss durch Zusatz von 1 Teil 0,2-n Schwefelsiiure,

die 16 % Natriumsulphat enthall, zu 2 Teilen Bluthamolysat gefallt. Die

Eiweissfallung ist hier sicherlich unvollstandig. In Vorversuchen habe ich

teils Orskovs Methode probiert, teils denselben Zusatz verwendet, doch an-

schliessend 15 Min. im Wasserbad erhitzt. In diesem letzteren Falle ist

die Eiweissfallnng wahrscheinlich vollstandig. Im ersteren Falle fand ich

bei der Analyse die zugesetzte Bs-Menge quantitativ wieder, im letzteren

Falle erhielt ich einen Wert, der 15 % unter dem berechneten lag. Orskovs

Methode zur partiellen Fallung der Ehveissstoffe und gleichzeitiger An-

sauerung der Probe ist hier also brauchbar. Das Filtrat aus diser Fallung

ist, wie oben erwahnt, nicht eiweissfrei und darf zweckmassig nicht mit

bespielsweise Permanganat versetzt werden. Es ist also notwendig, die Bs

irgendwie von einem Teil der ubrigen Stoffe zu isolieren, und am leich-

testen geschieht dies dutch Schaukelextraktion mit Ather.

Prinzip und Technik der Schaukelextraktion: In gewohnlichen Fallen

werden atherlosliche Sauren aus einer angesauerten wassrigen Losung mit-

tels eines Extraktionsapparates, z. B. nach Kutscher u. Steudel,
extrahiert. Darauf versetzt man den Atherextrakt mit Wasser, Natronlauge

o. dgl., wonach der Ather vertrieben wird. Die ausgezogenen Stoffe be-

finden sich nun in wassriger Losung als freie Sauren oder als Natrium-

salze. Widmark hat durch Schaukelextraktion diese verschiedene Ver-

fahren in einem zusammengefasst. In ein von ihm konstruiertes Schaukel-

gefass wird die Probe in den einen, die Natronlauge in den andern Schenkel

abpipettiert, dann wird mit Ather versetzt, so dass der Fliissigkeitsspiegel

in eine Kommunikationsrohre hinaufragt. Das Gefass wird jetzt vorsich-

tig geschaukelt, um durch dieses Umruhren die Diffusion zu beschleunigen.

Dabei wird die undissoziierte Saure im Ather gelost und diffundiert von
dort in die Natronlauge, wo sie lonen und undissoziiertes Natriumsalz bil-

det. Da diese beiden Formen der Saure in Ather nicht loslich sind, fungiert

der Ather als eine semipermeable Membran, und nach einer gewissen, von
verschiedenen Faktoren abhangenden Extraktionszeit ist praktisch alle

atherlosliche Saure als Natriumsalz in die Natronlauge iibergefiihrt.

Die Extraktionsgeschwindigkeit hangt ab von dem Stoff selbst (ver-

schieden fur verschiedene Stoffe), der Schaukelgeschwindigkeit, der Nei-

gung der Schaukel beiderseits der Horizontalen, der Grosse und Form des

Schaukelgefasses (besonders der Verbindungsrohre). Da die Schaukel-
gefasse mit der Hand gemacht sind und ihre Form etwas wechseln kann,
1st die Extraktionsgeschwindigkeit fur verschiedene Schaukelgefasse etwas
verschieden. Dieser Faktor ist fiir jedes Schaukelgefass konstant und wird
ein fur allemal bestimmt. Indem man die Extraktion zu verschiedenen
Zeitpuhkten unterbricht und die jeweils extrahierte Sauremenge bestimmt,
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kann man leicht die Zeil berecimen, nach welcher die Halfle der zuge-

selzlen atherloslichen Saure exlrahiert ist. Die Zeit der tolalen Exlraktion

enlspricht der zehnfachen sog. Halbierungszeif (siehe Widmark 1933). Icli

babe fur Bs-L6sungen und Hcparinplasma mil Succinatzusatz die Halbie-

rungszeit fur meine verschiedenen Schaukelgefasse feslgeslelll. Die zur

Tolalextraklion benoligle Zeil ist nach dem Schaukelgefass mil der nied-

rigslen Extraktionsgeschwindigkeil (d. h. mil der niedrigslen Extraklions-

konstanle) berechnel.

Extraktionsdauer fur „totale“ Exlraktion von Bs (99,9 %) aus wassriger

Losung von Bs: 3,5 Stunden. Hcparinplasma mil Bs: 28 Slunden.

Schaukelgefass, Mikromodell, nach Widmark (1933); Frequenz 12

Schaukelbewegungen pro Minnie; Neigung 11°.

Der Schaukelexlrakt lasst sich dann fur weiterc Manipulationcn ver-

wenden, z. B. Oxydation mil Kaliumpermanganat, Exlraktion von Kelo-

sauren wie 2 : 4-Dinitrophenylhydrazonen usw.

Fur Losungen, Ausfuhrung im einzelnen usw. verweisc ich auf S. C.5.

Die verschiedenen Modifikationen der Bs-Bestimmung

und ihre Anwendung.

Vbersicht und Zusammenfassung.

Ursprungliche Gestaltung der Bs-Bestimmung (Prinzip S. 28,

Ausfuhrung S. 32): In dieser Gestalt wird die Methode fiir reine

Succinatlosungen und in der Regel auch fiir Schaukelextraktc

aus Plasma, Serum und Harn vei^vendet.

Technik 1 (Prinzip S. 58, Ausfuhrung S. 63): Wenn eine Ana-

lysenprobe Substanzen enlhalt, die nicht-enzyraatisch durcli

Ferricyanid oder Cerisulphat oxydiert werden, d. h. wenn die

Probe eine Spontanreduktion hat, muss man eine Korrektion

einfiigen. Dies gilt u. a. von Plasma und Serum.
Technik 2 (Prinzip S. 53, Ausfuhrung S. 64): Gewisse Enzyme

(„Saisonvariation“, siehe S. 39) liefern richtige Werte nur mit

der „Malonattechnik“, d. h. Technik 2, Diese ist auch anzu-

wenden, xvenn die Probe Hexosediphosphat enthalt. Zeigt die

Probe Spontanreduktion, so ist es bequemer und besser, konsc-

quent Technik 2 statt Technik 1 zu verwenden.
Technik 3 (Prinzip S, 54, Ausfuhrung S. 64): Diese Technik

kommt zur Anwendung, wenn das Analysenmaterial n-Keto-

glutarsaure enthalt. Da es in der Regel ungewiss ist, oh Plasma-

oder Serumproben diese Saure enlhalten, und da Technik 3

umstandlich und zeitraubend ist, babe ich es vorgezogen, in un-

sicheren Ffillen mit Technik 2 zu arbeiten. Bs-Bestimmung

nach Technik 3 xvird nur in einer kleineren Zahl von Proben
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gleichzeilig ausgefuhrt. Die Erfalirung hat hierbei gezeigt, dass

die mil Technik 2 in Plasma oder Scrum gefundenen Bs-Werte

bisweilen elwas zu nicdrig, aber nie zu hoch waren.

Technik 4 (Prinzip S. 57, Ausfiihrung S. 65): Diese Technik

kommt zur Anwendung, wcnn die Proben Malonsaure enthalten.

Die BesUmmung von Bs nach Technik 3 und 4 lasst sich bei

Plasma, Gewebsexlrakt, Harn u. dgl. nicht direkt ausfiihren,

sondern erst nach vorheriger Schaukclextraktion mit Ather

(Prinzip S. 60, Ausfuhrung S. 65).

Ausfiihrung der verschiedenen Modifikationen der

Bs-Bestimmung.

Vrsprungliche Form def Bs-Rcstimniung siclic S. 32.

Technik i: Wegen dcs hohen Eiwcissgclinitcs in Plasma tind Scrum-

proben wird am Endc der Dchydricrung 1,0 ml Trichlorcssigsaurc stall

0,5 ml rugcsclzl. Dies cinmal, iim cincr allzii unvollslandigcn Eiweiss*

fallung vorzubcugen, zum andem, um cine genugende Flfissigkcilsmcngc

zu crhallcn, so dass nach dem Zcnlrifugicrcn 2 ml zur Titration abgcnom-

mcn werden konnen. Die Eiwcissfallung ist in dicsen Frdlen so gross, dass

sich bei cincm Zusatz von ntir 0,5 ml Trichlorcssigsaurp unmoglich 2 ml

abpipellicren lasscn. Um im Rcaklionsgcmisch nach der Eiwcissfallung

dieselbc Trichlorcssigsaurckonzcntration zu crhaltcn, namlich 5 %, muss
die zugcsctzle Trichlorcssigsaurc in dicsen Fallen 35 %ig stall 30 %ig sein.

Rcagenzicn und Losungen: 35 ?oigc Trichlorcssigsaurc: 35 g Acidum
trichloracclicum (Merck) -f Aqua redesf. nd 100 ml.

Im iibrigen wic hei der urspriinglichcn Methodik, S. 30.

Die Ausfuhrung gchl aus folgcndcm Bcispicl hervor:

Rohrehen Nr. 12 3 4

Fcrricj’anid-Farbsloff-Puffcr-Losung 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Plasma (Analyscnprobe) 1,0 1,0 — —
Aqua rcdcsl 0.5 1,0 1,5

Enzym 0,5 — 0,5 —
Trichlorcssigsaurc, 35 % 1.0 1,0 1,0 1,0

Samtlichcn Proben werden nach dem Zenlrifugiercn 2,0 ml enlnommen.
Zusalz von Wasser und 18-n Schwcfclsaure wic iiblich (S. 32) Geriver-
brauch.

Die Verdunnung der Probe isl bier cine anderc als bei dcr urspriing-
lichcn Methode; von l,o ml auf 3,5 ml. Bei der Bercchnung verwenden wir
folglich einen anderen Faklor, dcr in gleichcr Weise wie dcr urspriingliche
berechnet wird, siehe S. 33.

2 2-= 103,33
a a
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minus

minus

Ceriverbrauch bei Titerstellung: 2,050 (Mittelwert aus 3

Bestimmungen)

2
Faktor ;

-— . 103,33= 100,7.
2,050

Spontanreduktion der Probe (Rohrchen 2): l.ioo ml Ccriumsulfat-

losung

» desEnz\’ms( > 3): 0,840

Zusammen 2,000

Indikatorwert ( » 4) : 0,360

Korrigierter Kontrollwert : 1,640

Gesamtreduktion (Rohrchen 1): 1,685

korrigierter Kontrollwert 1): 1,640

Der Bs-Menge der Probe entsprechend : 0,045

Ergebnis: Die Probe entlialt 0,045.100,7= 5 / Bs.

Technik 2: Reagenzien und Losungen; 0,10-mol. Slamm-Malonatlosung:

0,5200 g Acidum malon. (Merck) + 10,0 ml 1,0-n'Natronlauge, Aqua redest.

ad 50 ml.

Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Losung mil Malonal: 20 ml 0,05-mol.

Stamm-Ferricyanidlosung + 10 ml 2 : 6-Dichlorophenolindophenoll6sung

1 : 2000 + 10 ml 0,1-mol. Stamm-Malonallosung werden mil M/15 Phospbal

pH 7,38 ad 100 ml versetzt.

Sonstige Losungen und Bereitung der genannlen Slammlosungcn siclic

S. 30.

Die Ausfuhrung geht aus folgendem Beispiel hervor:

Rohrchen Nr. 1 2

Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Losung 1,0 ml —
Ferricyanid-Farbstoff-Puffer-Losung mil Malonal — 1,0 ml

Plasma (Analysenprobe) 1,0 1,0

Enzym 0,5 0,5

Trichloressigsaure, 35 % 1,0 1,0

Ceriverbrauch : 0,9io ml 0,875 ml

Differenz zwischen Rohrchen 1 und Rohrchen 2: 0,035 ml

(der Bs-Menge in der Probe entsprechend)

Ceriverbrauch bei Titerstellung : 1,975 ml (Mittelwertaus

3 Bestim-

mungen

Zur Berechnung wird derselbe Faktor verwendct wie bei Tcchnik 2, S. 63.

2
. 103,33= 104,6.

1 ,975

Ergebnis: Die Probe entlialt 0,035.104,6= 4 '/ Bs.

Technik 3: Reagenzien und Losungen: 2 :4-Dinitrophenylhydrazinlosung:

O,050 g 2 : 4-Dinitrophen3dhydrazin (Schuchardl) 10 ml G-n Schwcfclsaurc

(aus 18-n bcrcilel). Die Losung wird taglich frisch bercitet.



STUDIEN t3BER DIE , BERNSTEINSAURE 65

Chloroform niit 5 Yol. % Alhylacetal; Chloroform gcmass Svcnska

Fannakop6n Ed. X. 190 ml + 10 ml (Knhlbaum zur Analyse).

Wcnn es sich nm biologisches Annlyscnmalcrinl handclt, muss diescm

Verfahrcn Schaukclextraklion der Bs vorangchcn. — Die Probclosung odcr

der Schaukelcxlrakl ivird quantitativ in cincn Schcidclrichler (25—50 ml)

gebrachl und mil 0,5 ml 2 : 4-Dinitrophcnylhydrazinlosung vcrsclzl. Nach

oiner halbcn Stunde wird die Probe mil Cliloroform, das 5 Vol.% Alhyl-

acclat cnlhrui, cxlrabicrt, 5 ml 3mal. Der nach der Exlraklion zuriick-

blelbendc Rest wird quanlilaliv in cincn kleincn Bcchcr gebrachl und iiber

dem Wasserbad auf clwa 2 ml Volumcn cingedampft, xvorauf die Losung

quanlilaliv zur E.xlraklion in cin Schaukclgcfass gcfulll xvird. Zur Aus-

fiihrung der Schaukclc-tlraklion siche unten. Die Bs-Analyse des Schaukcl-

estrakles wird in dcr S. G6 angcgcbcncn Wcisc ausgeffihrl.

Tcchnik 4; Bei dcr Analyse biologischcn Materials ist crsl die Schaukcl*

exlraktion rail Ather vorzunchinen (siche unlen). Aus dem Schaukelcxlrakl

wird dann die n-Kctoglularsaurc nach Tcchnik 3 cnlfcrnl. Dcr Rest wird

fiber dem Wasserbad auf clwa 2 ml Vohnnen cingcdampfl. Nachdem die

Probe sich auf Zimmcrlempcralur nbgckfihit hat, wird sie mil 0,5 ml 18-n

Schwcfclsaiire und dann Iropfonwcisc mil 1-n Kaliumpermanganal ver-

sclzt, bis die sich ergebende Blnufarbung 15 Minulcn bcslandcn hal. Dann
wird 2 /oiges Nalriumbisulfit zugesclzl, so dnss die Blnufarbung vcrschwin-

del und allcr Nicdcrschlag (Braunslcin, Manganhydroxyde) sich lost. Die
Losung wird auf clwa 2 ml Volumcn cingcdampfl und dann quanlilaliv

la den Dizipicnlcn cincs Schaukclgcfnsscs gebrachl. Die Ausfuhrung dcr

Schaukclextraklion sowic die cndgrilligc Bs-Annlysc im Schaukelcxlrakl
wird nachslchcnd bcscbricbcn.

Zur Bercchnung siche die Darstcllung dcr Schnukelexlrnklion S. 06.

Scbaukclcxlraklion: Es wurden Schaukelgcffissc vom Mikromodcll nach
WiDMARK(1933)vcrwcndcl, die Grosse ist aus den dort angegebenen Massen
zu entnehmen. Schaukclfrcquenz 12/Min. Ncigung 11°. Exlraktionsdaucr
der Tolalcxlraktion dcr Bs: fur nicht ciwcissballigc Losungen 3,5 Slunden;
fur ciwcissballige Losungen (wie Plasma und Scrum) 18 Slunden.

Rcagenzien und Losungen: 0,2-n Schwcfelsfiurc, IG % Nalriumsulfal enl-

haltend: 10 g wasscrfrcics Nalriumsulfal (Merck) -4- 0,2-n Schwefelsaurc
(dargcslcllt aus 18-n Schwefelsaurc) ad 100 ml.

0,io-n Nalronlaugc.

0,io-n Salzsaurc.

Phenolphtalein, 1 ®/oo Losung in Alkohol.

Peroxydfreier, saurefrei Alhcr: Alhylalhcr, nach Svcnska Farmakopen
Ld. X, in dunkler Flaschc fiber feslcm Bariunihydroxyd aufzubcwahren.

Die Ausfuhrung gehl aus folgendcm Bcispiel hervor:
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Dizipient Rezipient

Analysenprobe ^ 3,0 ml —
0,2-11 Schwefelsaurc, 16 % NaiSOi enthaltend . . 1,6 —
0,l0-n NaOH — 2,5 ml
Athylather wie oben 37 ml

Nach Abscbluss der Extraktion wird der Inhalt des Rczipicntcn quan-

tilativ in ein flachbodiges Titrierglas (Modell siehe S. 32) gebracht. Die

Losung wird mit 1 Tropfen Phenolphtaleinlosung verselzt, und die Rot-

farbung garantiert, dass im Rezipientcn ein Dberschuss von NaOH vor-

handen war. Dann versetzt man mil 2,5 ml 0,10-n HCl und tilrierl mit

0,10-n NaOH, bis eine leichte Rosafarbung eintrilL Dadurch crfahrt man
die Gesamtmenge an atherloslichen Sauren in der Probe.

Bei sehr hohem Bs-Gehalt der Analysenprobe, wie er bisweilen in Ham
vorkommt, wird diese Titration statt dessen in einem 10 ml grossen Mess-

kolben ausgefuhrt, worauf man bis zur Marke mit Aqua redesl. verdunnt

und die Bs-Analyse dann in dicser verdiinnten Losung vornimml.

Bei Extraktion von Plasma, Serum und Harn mit massig crhohtem

Oder normalem Bs-Gehalt empfiehlt es sich, die Probe im Trockenscbrank

vollig einzudampfen. Nach dem Abkuhlen wird die Probe in einer be-

slimmten Menge Aqua redest. gelost und die Bs-Bestimmung an dieser

Losung vorgenommen. Dabei ergibt sich ein kleiner Vcrdunnungsfchler,

der indessen fur die Genauigkeit der wcileren Analyse koine Rollc spielt.

In der endgultigen Analysenprobe ergibt sich auf diese Weise cine hohere

Bs-Konzentration, als wenn man den Schaukelextrakt nach der Titration

auf ein bekanntes Volumen verdunnt und dann die Bs analysicrt. Dies

ist ein grosser Vorteil, wenn die Bs-Konzentration der ursprunglichen

Probe sehr nicdrig ist (z. B. Plasma und Serum).

In der Regel zeigl Schaukelextrakt von Plasma und Serum keine „Spon-

tanreduktion". Man versetzt deshalb die eingedampfte Probe zweckmassig

mil 2,5 ml Aqua redest., so dass man 2 ml fur 2 Bs-Beslimmungen ab-

pipetlieren kann. Will man feststellen, ob die Probe Spontanrcduktion

zcigt, so muss man die Probe in 4,5 ml stall in 2 ml Aqua redest. auflosen,

damit man 4 ml zur Doppelbestimmung erhall. Dabei arbeitct man mit

Tcchnik 1 oder noch besser mit Technik 2.

Enthalt die Probe a-Ketoglularsaure oder Malonsaure, so wird der

Schaukelextrakt mit Technik 3 bzw'. Technik 4 bchandelt.

Berechnung: Der Schaukelextrakt wird bis zur Trockenheit eingedampfl

und in 2,5 ml Aqua redest. gelost. Von dieser Losung pipettiert man 1 ml

fur eine Bs-Bestimmung ab (zweckmassig macht man Doppclbestim-

mungen). Den dabei erhaltencn Bs-Wert nennen wir By- In der ganzen

Menge Schaukelextrakt findet sich also B . 2,5 y Bs. Diese Menge ist aus

* Ist die Probe ciweisshaltig (Serum, Plasma), so bildel sich ein Nieder-

schlag. Um vollstandige Extraktion zu erzielen, empfiehlt es sich, den

Niederschlag von Zcit zu Zeit urazuruhrcn.
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3 ml ursprunglichcr Probclosung cxtrnhierl wordcn. Das urspranglichc

B . 2,8 „
Analysenmatennl cnthall also—^— ‘/Bs pro ml.

Dasselbe Berechimngsprinzlp findct Anwcndung, wcnn dcr Sclinubel-

extrakt nach dem Eindnmpfcn in cincr nnderen Mcnge Aqua rcdesl. (r, B.

4,5 ml) gelosl wird, sovvic bet Schaukclextraklen, die mii Technik 3 odcr

4 bearbcitet worden sind.



K API TEL III.

Die Hemmung der Bs-Dehydrierimg und der

Fumars'aiire-Hydrierung durch Malonsaure.

Um die Rolle der Bs und der Succinodehydrogenase im in-

fermediaren Stoffwechsel naher zu erforschen, ist es

wichtig, die Wirkung zu studieren, die sich bei einer spezifischen

Hemmung dieses Enzyms in vitro und in vivo einstellt. Auf
die Losung dieses Problems ist viel Miihe verwandt worden. —
Drei Stoffe hemmen bereits in sehr schwachen Konzentrationen

die Succinodehydrogenase: Malonsaure, Pyrophosphorsaure
(Leloir u. Dixon 1937) und a-Ketoglutarsaure (Weel-Mal-
HERBE 1937, eigene unveroffentlichte Versuche). Die Hemmung
der Succinodehydrogenase durch die Pyrophosphorsaure ist

nicht spezifisch (siehe Hoff-JOrgensen 1940). Die Hemmung
der a-Ketoglutarsaure ist nur wenig untersucht. Die hemmende
Wirkung der Malonsaure auf die Succinodehydrogenase dage-

gen ist bei Umsetzungsversuchen in vitro weitgehend gebraucht

Avorden. In der Erorterung der C4-Saurentheorie, des Citronen-

saurez3'klus und verv^andter Probleme nehmen die Malonat-

versuche eine zentrale Stellung ein.

Die hemmende Wirkung des Malonafs auf die Bs-Dehydrierung wurde

crstmalig von QuaStel und seinen Milarbeitern fesfgeslellt (Quastel 1926,

Qoastel u. Wooldridge 1928). Sie faetrachteten die Hemmung als spe-

zifisch fur die Succinodehydrogenase und fuhrlen sie auf die Konstilulions-

rdmlichkeit der genannten Saure mil Bs zuriick. Die Malonsaure wird

Avegen dieser Ahnlichkeil mil grosser Affinilat an das Enzym adsorbierl

und Aerdrangt so Bs von der vcrfugbaren Enzymoberflache. Da das

Malonat nicht umgesetzt Avird, ergibl sich hierdurch eine slarkc Hemmung
der Bs-Dchydrierung. Szent-GyOrgvi schliesst sich dieser Ansicht, dass

Malonat die Succinodehydrogenase spezifisch henimc, an. Weil-Malherbe

(1937) dagegen ist der Ansicht, dass die Malonathemmung nicht ganz spe-

zifisch fur das gonannle Enzym ist. Gegenuber den Arbeiten dieses und

andercr Forscher, in denen Malonathemmung auch bei anderen Dehydrie-
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rungen .nachgewiesen worden isl, versucht Szent-GyOrgyi geltend zu

machen, dass die dort konstatierte Hemmung lelzten Endes auf einer Hem-

mung der Succinodehydrogenase beruhe. Er ist bekanntlich der Meinung

(Szent-Gyorcyi 1937 a), dass die C4-Sauren beispielsweise auch fiir die De-

hydrierung von Hexosediphosphat im Thunberg-Versuch notwendig seien.

Demgegenuber kann festgestellt werden, dass aerobe Umsetzung von

Hexosediphosphat in vitro durch Malonsaure nicht gehemnit wird. Die

dabei angewandte Malonatkonzentration hemmt indessen voUstandig die

Oxydation zugesetzler Bs. Auf Grand dieser Versuche ist es sehr un-

wahrscheinlich, dpss die Oxydation von Hexosediphosphat in vitro auf das

Cj-Saurensystem zuriickzufiihren ist (Potter 1940).

Die Frage, ob die Malonathemmung absolut spezifisch ist oder nicht;

ist somit als noch nicht endgultig beantwortet zu betrachlen.

Die fur die Ci-Saurentheorie und die hierhergehorigen Fragen so wich-

tigen Malonatversuche wurden schon besprochen (siehe S. 8). Hier sei

nur bemerkt, dass Malonsaure in vitro bloss die Atmungszunahme hemmt,

die nach Zusatz von Bs auftritt, nicht aber die Atmungssteigerung bei

Zusatz von Fumarat. Szent-GyOrgyi erklart dies damit, Malonsaure

hemme die Bs-Dehydrierung Uiel starker als die Fumarsaurehydrierung.

Eine Kritik dieses Gesichtspunktes wurde oben (S. 14) gegeben. Szent-

GyOrgyi stutzt sich bei dieser Erklarung auf Versuche von. Das (1937).

Dieser Autor ermitt'elte nach einer neuen Methode die Menge Malonsaure,

die imter gewissen bestimmten Versucbsbedingungen eine 50 %ige Hem-
mung der Fumarsaurehydrierung und der Bs-Dehydrieriing hervorrief. Die

Versuche hatten das uberraschende Ergebnis, dass fur eine solche Hem-
mung der ersteren Reaktion eine 5mal grossere Malonsaurekonzentration

erforderlich ist als fur die entsprechende Hemmung der letzteren Reaktion.

Die Versuchsmethodik lasst indessen Zweifel an den Ergebnissen wach
werden. Die Bs-Dehydrierimg wird im Thunberg-Versuch (liach der Modi-
fikation von Szent-GyOrgyi 1935) mit 2 : 6-Dibromophenolind’ophenol als

Indikator gemessen. Bei der Hydrierung der Fumarsaure dient Leuko-
neutralrot als Redoxindikator. Diese Versuche mit Fumarsaure wurden in

einem speziell dafur konstruierten Apparat ausgefuhrl, in welchem Neutral-
rot vor dem Versuch im Vakuum durch einen leichten Hberschuss von
Natriumhydrosulfit reduziert wird. Darauf setzt man im Vakuum Enzym
und Fumarat zu. Die Zeit, die zwischen dem Augenblick des Zusetzens
dieser Stoffe bis zum ersten Erscheinen der roten Farbe des Neutralrot
verstreicht, wird als Hydrierungszeit angegeben. Dabei aber fungiert ja der
Hberschuss an Natriumhydrosulfit als Wasserstoffdonator. Das Leuko-
neutralrot dient nur als Indikator dafOr, dass der t)berschuss an Natrium-
hydrosulfit verbraucht ist. Es ist ausserst zweifelhaft, ob man zwei so
verschiedene Reaktionen wie die Hydrierung von Fumarsaure mit Natrium-
hydrosulfit und die Bs-Dehydrierung mit 2 : 6-Dibromophenolindophenol
als Wasserstoffacceptor miteinandfer vergleichen kann. Ausserdem mussen
die Ergebnisse der Fumarsaurehydrierung von Versuchsreihe zu Versuchs-
reihe wechseln, da der Hberschuss an Natriumhydrosulfit nicht exakt der-
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selbc ist, sondern nur so viel zugesetzt wird, dass der Farbstoff „elwas

uberreduziert" wird.

Die Oxydalion der Bs zu Fumarsaure durch die Succinodehydrogenase

ist eine reversible Reaktion {J. Lehmann 1930). Finer der Mitarbeiter

Szent-Gyorgyis (K. Laki 1935, S. 33) hat gezeigt, dass Bs und Fumarsaure
gleich grosse Affinitat fiir dieses Enzym besitzen. Dann ist es theorelisch

unwahrscheinlich, dass die Malonathemmung starker ist, wenn die Reak-

tion in der einen Richtung ablauft, als wenn sie in der entgegengeselzlen

Richtung erfolgt. Hierauf w’eist auch Oppenheimer (1939) in seiner Krilik

der Szent-Gyorgyischen Theorie bin.

Es ware daher sehr wunschenswert, wenn man experimentell mit einer

zufriedenstellenden Methodik entscheiden konnte, ob die Malonsaure die

Bs-Dehydrierung und die Fumarsaure-Hydrierung im gleichcn Grade

hemmt oder nicht. Dicsbezugliche Versuche werden nachstchcnd ge-

schildert.

Methodik: Will man die quanlitativen Verhaltnisse bei Hem-
mung einer reversiblen Reaktion untersuchen, so miissen die

Versuchsbedingungen bei dem Ablauf der Reaktion in beiden

Richtungen moglichst dieselben sein. Untersucht man die De-

hydrierung von Bs mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor,

so muss die Hydrierung von Fumarsaure mit Leukomethylen-

blau als Wasserstoffdonator geschehen. Im iibrigen sollen die

Versuchsbedingungen, die Konzentration der an der Reaktion

teilnehmenden Stoffe, der pH usw. identisch sein. Wenn man
unter diesen Verhaltnissen fiir die beiden Reaktionen die pro-

zentuale Hemmung bestimmt, die eine geeignete, in Vorver-

suchen ausprobierte Malonatkonzentration hervorruft, so wird

man berechtigt sein konnen, die Ergebnisse in beiden Fallen

miteinander zu vergleichen. Unter diesen Versuchsbedingungen

verschiebt sich das Redoxpotential des Systems bei beiden Reak-

tionen genau langs derselben Kurve.

Die exakteste Metliode, den Reaktionsablauf bei der Dehydrierung der

Bs zu verfolgen, durfte es sein, durch Redoxpotentialmessungen die Ver-

schiebung dieses Potentials mit fortschreitender Reaktion zu verfolgen. Urn

die Hydrierung von Fumarsaure zu untersuchen, lasst man die gleiche

Menge Methylenblau wie im vorigen Falle durch cine kleine Menge Bs zu

Lcukomethylenblau dehydrieren. Dann versetzt man mit Fumarsaure, und

durch Potcntialmessungen folgl man den Reaktionsablauf der Hydrierung.

Wenn sowohl die Dehydrierung als die Hydrierung untersucht werden

soil, empfiehlt es sich, als Wasserstoffacceptor (bzw. Wasserstoffdonator)

und Potentialvermittler einen Redoxindikator zu benutzen, dessen Poten-

tial dem des Succinat-Fumarat-Systems moglichst nahe kommt. Methylcn-

blau ist fur diesen Zweck am gceignetsten. Wird das Redoxpotential (Eo)
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des Succinat-Fumarat-Systems (Lehmann 1930, S. 105, Tabelle 8) und das-

jenige des Metliylenblau-Leukomethylenblau-Systems als Funktion des pH

dargeslelll, so schneiden sich diese Kurven in einem Punkte, der

0,013 Volt und pH 6,79 entspricht. Das Redoxpotential des Methylenblau-

Leukomethylenblau-Syslems (Clark 1925) ist zuerst fur 37,8° umgerechnct

worden. Dabei wurde der Temperalurkoeffizient 0,00073 Volt/Grad Celsius

verwendet (Holst 1938).

Das pH-Optimum der Succinodehydrogenase im Metbylenblau-Versuch
(Lehmann 1930) ist 7,7. Auf der alkalischen Seite dieses pH nimmt die
Aktivitat sehr schnell ab, auf der sauren Seite langsamer. Bei pH 6,79
ist die Aktivitat der Succinodehydrogenase erheblich geschwacht. Es
empfiehlt sich deshalb kaum, die Versuche bei diesem pH auszufuhren, da
das Enzym bei langer Reaktionsdauer irreversible Veranderungen erfahren
kann. Ich babe daher meine Versuche bei pH 7,02 und 7,18 gemacht. Der
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Unterschied zwischen dem E,' der beidcn Sysleme belragl bei diescn pH
nur 0,003 bzw. 0,010 Volt. Durch Vorversuche im THunbergversuch -wird

die Malonalmenge ermiltelt, welche diaDchydricrung zu etwa 50 % hemml.
Dieser Hemmungsgrad durfte am geeignetsten sein. Man crzielt damit cine

Wirkung, die mit Rucksicht auf die Empfindlichkeit der Melhode gcnii-

gend stark ist. Mit starkerer Hemmung zu arbeiten, ist nicht ratsam, da
die Reaktionszeit dadurch so in die Lange gezogen werden kann, dass das

Enzym sich irreversibel verandern kann.

Die Succinodehydrogenase muss selbstverstandlich frei von Fumarase
sein, -wenn man richtige Potentiale erhalten %\-ill. Die Enzymlosung wurde
aus Schweineherz nach einer Modifikation der Lehmannschen Methode

(Lehmann 1940, Lehmann u. Hoff-J5rgensen 1939) dargestellt.

Die Enzymlosung wird vor dem Versuch mit Hilfe von HCl Oder NaOH
auf den gewunschten pH gebracht.

Damit man genngend viele Potentialmessungen ausfiihren kann, darf

die Reaktionsgeschwindigkeit nicht zu hoch sein. Im Methylenblauver-

such wird durch Anderung der Enzymmenge eine passende Entfarbungs-

zeit, etwa 15 Min., gefunden. Die Methylenblau-Menge (100 y) ist nach

Lehmann (1940) gewahlt.

Im Vorversuch zeigte sich, dass 0,4 ml der angewandten Enzymlosung

eine passende Reaktionszeit gibt und dass ein Zusatz von 0,2 ml 0,oi-

molarer Malonatlosung eine etwa 50 %ige Hemmimg bewirkt. Das tolale

Reaktionsvolumen betragt 3,0 ml.

Zur Technik der Redoxpotentialmessung siehe Lehmann (1940).

Fur die Redoxpolentialmessungen wurden Redoxgefasse nach Lehmann

(1940) benutzt, mit einem Annex zur Einfullung der Losungen, die erst

nach der Evakuierung zugesetzt warden sollen. In das Gefass selbst war-

den Phdsphatpuffer, Enzym rmd evtl. Malonat gebracht. Mit der Olpumpe

wird dann 5 Minuten lang evakuiert, die letzten 2 Minuten wird das ganze

Redoxgefass ins Wasserbad getaucht. Dann wird unter vorsichtigen Um-
ruhren das im Annex befindliche Methylenblau und Succinat zugegossen.

Der Augenblick des Zugiessens bezeichnet den Beginn der Reaktion. Das

Element, dessen EMK nun gemessen wird, besteht einerseits aus Enzym-

Succinat-Methylenblau im Redoxgefass und blanker Pt-Elektrode, ander-

seits aus einem Rohrchen mit Veibel-Losung und Chinhydron und blanker

Pt-Elektrode. Diese beiden Halbeleniente warden durch eine Briicke von

Kaolin-Agar verbunden (Lehmann 1930). Das Rohrchen mit Chinhydron-

Veibel muss gut verschlossen sein, da sonst wegeri der Fluchtigkeit des

Chinons das Redoxgleichgewicht gestort werden kann.

Bei der Fumar'athydrierung wird das Leukomethylenblau in der Weise

dargestellt, dass dieselbe Menge Methylenblau •wie in den Bs-Dehydricrungs-

vfcrsuchen mittels der kleinstmoglichen Menge Succinat entfarbt wird.

Nachdem die Reaktion, deren Verlauf durch Messung des Redoxpotentials

verfolgt wird, zum Stillstand gekommen ist, wird das Fumarat zugesetzt.

Bei Hemmungsversuchen wird das Malonat nach eingetretener Entfiirbung

zugegossen und die Fumafsaure erst nach weiteren 5 Min. zugesetzt. In
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diesen Fallen ist die Redox-Quote (Bs/Fumarsaure) bei Beginn des Ver-

suchs etwa ^/lo.

Nach dem RedoxverSuch wird der pH des Reaktionsgemisches nach Zu-

satz von Chinhydron elektrometrisch gemessen. Es ist hierbei wichtig,

dass das Leukomethylenblau vollstiindig oxydiert ist, bevor das Chin-

hydron zugesetzt wird. Hoff-JOrgensen (1938) empfiehlt kraftiges Schiit-

teln uiit Luft wahtend mindesfens 5 Minuten.

Das Reaktiohsgemisch war von folgender Zusammensetzung. (Jedes

Rohrchen mit 0,4 ml Enzymlosung versetzt.)

TABELLE 18.

Rohr-Nr. 1. 2. 3. mm
m/15 Phosphat (von erwiinscli-

tern pH) 2,2 ml 2,0 ml 2,0 ml 1,8 ml
Methylenblau 1 : 2000 0.2 0,2 0,2 0,2

0,1—mol. Succinal 0,2 0,2 — —
0

,01—mol. ))
— — 0,2 0,2

0,1—mol. Fumarat — — 0,2 0,2

0,01—mol. Malonat — 0,2 — 0,2

TABELLE 19.

Bs-Dehijdrierung.

Rohr Nr. 1 Rohr Nr. 2

Potential

in Volt

Zeit nach dem
Anfang der Reaktion
Minuten u. Sekunden

Potential

in Volt

Zeit nach dem
Anfang der Reaktion
Minuten u. Sekunden

0,527 1.54 0,627 2.45

0,537 2.18 0,537 3.14

0,543 2.40 0,548 4.30

0,348 3.15 0,555 5.27

0,555 3.52 0,661 6.45

0,561 4.21 0,566 8.27

0,566 5.21 0,571 lO.oo
0,571 6.15 0,677 11.51
0,577 7.06 0,581 13.24
0,581 7,55 0,584 14.21
0,584 8.54 9,589 16.12
0,589 10.12 0,595 18.24
0,595 11.54

,pH nach dem Versuch 7,is
I pH nach dem Versuch 7,18
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TABELLE 20.

Fumarsdure-Hydrierung.

Rohr Nr. 3 Rohr Nr. A

Potential

in Volt

Zeit nach dem
Anfang der Reaktion
Minuten u. Sckunden

Potential

in Volt

Zeit nach dem
Anfang der Reaktion
Minuten u. Sekunden

0,594 O.oo 0,593 O.oo

0,584 0.27 0,579 1.00

0,579 0.58 0,672 2.57

0,572 1.45 0,565 5.27

0,565 2.54 0,561 7.45

0,561 4.00 0,556 9.M (?)

0,556 6.45 0,555 10.30

0,550 9.33 0,550 15.54

pH nach dem Versucli 7,18
|1

pH nach dem Versuch 7,18

Die Redoxpolentialmessungen wurden in der Weise ausgefuhrt, dass

ich die Zeiten bestimmte, wo das Potential des Systems einer Reduktion

des Methylenblaus von etwa 30 %, 40 %, 50 % usw. entsprach. Tabellc 19

u, 20 zeigen die Ergebnisse dieser Potentialmessungen.

Berechnung: des Chinhydrons 0,6901 Volt. pH der Veibel-Losung 2,W.

Bei 37° ist das E^ des Chinhydron-Veibel-Halbelements 0,6901— 0,0615.

. 2,04 = 0,5646 Volt.

Nach Fig. 3 S. 71 ist das Ej des Methylenblau/Leukomethylenblau bei

pH 7,02= 0,005 Volt, bei pH 7,18 = 0,000 Volt.

Bei 50%iger Oxydation ist also das Potential bei einem pH von 7,02

0,565— 0,005 = 0,560 Volt, bei pH 7,18 0,565— 0,000= 0,565 Volt.

Von diesen beiden Potentialen ausgehend, berechnet man mit Hilfe von

Tabelle 1, S. 15, Lehmann (1930) die Potentiale der verschiedenen Redox-

Quoten Fig. 4, S. 75. Mit Hilfe dcr obigen Kurve wird der Prozentsatz

der Oxydation fur die abgelesenen Potentiate ermittelt.

Fur die endgultige Berechnung wird nur der Teil der Kurve verwendet,

der in der Hauptsache geradlinig verlauft. Dies u. a. deshalb, w’cil bei

mehr waagerechtem Kurvenverlauf die Fehler der aus der Kurve crhal-

tenen Zeiten relativ grosser sind.

Verlangert man die Kurve uber ihren Anfang hinaus, so geht diese Linie

nicht durch die Origo. Es vcrgeht also eine gewisse Latenzzeit, bis die

Reaktion ihre voile Geschwindigkeit erreicht hat. Den Grund desscn

kennen wir nicht. Moglicherweise vergeht eine kurze Zeit, ehe die Bs an

das Enzym adsorbiert ist.

Zur Berechnung wird nur die Kurvenstrecke beispielsweise zwischen

20%iger Reduktion und 50%iger Reduktion ausgewertet, denn bei der

Fs-Hydrierung beginnt der Versuch bei etwa 80%iger Reduktion. Da-
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Fig. 4. Obere Kurve bei pH 7,18. Untere Kurve bei pH 7,02.

durch macht man sich unabhangig von dem unbekannten Faktor, der die

besagte Latenzzeit verursacht.

Die schliessliche Berechnung wird folgendermassen ausgefuhrt:

Zeitdauer z. B. der 20 %igen Umsetzung: A Min.

» ,, „ „ 50 %igen „ ; B Min.

„ der Umsetzung 20—50 % : B—^A Min.

Entsprecbender Wert der Malonatkurve : B'—A' Min.

Der invertierte Wert der Zeit ist ein Massstab der Reaktionsgeschwiii-
digkeit wabrend der gegebenen Zeit.
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Fig. 5. Bs-Dehydrierung bei pH 7,18 % reduziertes Methylenblau.

I ohne Malonat, II mil Malonat.

Grad der Hemmung X %.

X , 1 ^ m — b 100 (m — b)

100. b b m bm ’ ‘ m

Die Malonathemmimg der Succinodehydrogenase bei dem an-

gegebenen Versuch wird dann berechnet. Aus Fig. 5. u. 6. er-

gibt sich folgendes: Bs-Dehydrierung. A (20 % )
= 3,oo Minuten.

B (58 % ) = 5,80 Minuten. B—

k

= 2,so.

A' (80 % )
= 4,25 Minuten. B' (42% )

= 9,35 Minuten. B—A'—
= 5,10,

Die Bs-Dehydrierung wird von Malonat um 45 % gehemmt.

Die entsprechenden Weiie der Fumarsdurehydrierung sind:
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Fig. 6. Furaarsaurehydrierung bei pH 7,18, % reduziertes Methylenblau.

I ohne Malonat. II mil Malonat.

A (80 % )
= 0,45 Minuten. B (42 % )

= 4,oo Minuten. B—A=
= 3,55.

A' (80 % )
= 0,45 Minuten. B' (42 % )

= 7,so Minuten. B'

—

A'= 7,05.

Die Fumarsdurehydrierung wird von Malonat um 50 % ge~

hemmt.
Diese Versuch wurde bei pH 7,18 ausgefiihrt.

Eine Versuchsserie wie oben wurde auch bei pH 7,02 ausge-
fiihrt. Das Ergebnis war, dass die Bs-Dehydrierung bei der
verwendeten Malonatkonzentration um 45 % und die Fumar-
sdurehydriemng um 51 % gehemmt wurden. Bei diesem Ver-
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such wurde die Malonathemmung aus der Umsetzung von 29 %
bis 60 % (bzw. 71 % bis 40 % berechnet.)

jDie obigen Versuche zeigen also, dass (innerlialb der Fehler-

grenzen) die Malonsdure eine ungefdhr gleich starke Hemmung
auf Bs-Dehgdrierung und Fumarsdurehydrierung ausubt.



KAPITEL IV.

Beiti*ag ziu’ Kenntnis der phannakologi-

sclien TVirkiuigeii der Bs.

Bisbcr licgcn nur wcnigc TJntcrsuchungcn iibcr die pbnrmnkologiscbcn

Wirkungen der Bs vor. Bs ist giftig nur bci Einvcrlcibung sebr grosser

Mengen (Heymans 1889; sichc nuch die Lilcratiir fiber die Bs-Elimination

in vivo, S. .1). Salant, Mitchell und ScHWAnrzE (1917) zeigen, dass

„slarke und millclslarkc" Succinatkonzcnlralioncn (siehe unten) Darmionus

und -bewegungen anregen. Am slarksten ist diese Wirkung bci Ileum und

Jejunum. Bewegungen und Tonus <fes Reklum bingegen werden durcb

Succinat leiebt gebemmt. (Kanincbcndnrm in Lockes Losung, n/10 bin-

sicbllicb dcs Succinals.) Salant, Livingston und Connet (1917) zeigen,

dass die Starko dcr Kontraklioncn isolicricn Froschherzens durcb Succinat

unbedeulcnd cingescbrankl wird, wabrend die Frequenz unbccinflusst

blcibt. (Frosebberz nacb Straub in Lockes Losung, n/50 oder n/25 in bezug

auf das Succinat.) Ausserdem bclonen die genannten Autoren, dass die

Toxizilat der Bs durcii die Einffibrung von Hydroxylgruppen (Apfelsfvure,

Weinsaure) stark gesteigert wird. In eincr Arbeit fiber den Einfluss ver-

schiedener Dikarbonsauren auf die Nicrenfunktion bat Rose (1925) gczeigt,

dass Bs die Nicrentatigkeit niebt beeinflusst (4 g Bs als Natriumsuccinat

subculan injiziert; Vcrsuclisticr Kanineben).

Es gilt die passende Bs-Dosierung fiir Untcrsuchung der Bs-

Umsetzung in vivo feslzustellen. Fiir diese Untersuchung ist

es wiinschenswert zu wissen, welche pharmakologischen Wir-
kungen die Einverleibung von Bs hervorruft und bei welchen
Gaben diese Wirkungen sich zeigen, Hiervon ausgehend, er-

mittelt man dann die Bs-Menge, die einverleibt werden kann,
ohne dass sich storende pharmakologische Wirkungen ergeben.
Nach den referierten Versuchen ist ein pbarmakologischer

Effekt erst bei Zufuhr sebr grosser Mengen Bs zu erwarten, Der
Darm wird etwas beeinflusst, wenn die Succinatkonzentration
der umgebenden Losungen n/lO betragt. Diese Konzentration
ist weit hoher als diejenigen, die bei Untersuchungen des Bs-
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Stoffwecliscls in vivo vorkomraen konnen. Eine Untersuchung

dc-s Einflusses der Bs auf den Darm in vivo diirfte sick dalier

criibrigen. — Dagegen wird der Herzmuskel durch schwachere

Succinalkonzenlralionen (n/25—n/50) beeinflusst. Auch diese

Konzentrationen diirffen jedoch in Stoffwecliselversuchen nicht

crrcicht werden, Es kann indessen angezeigt sein, die Reaktion

des Kreislaufapparales bei Einverleibung von Bs zu unter-

sucben, und zvar um so mebr, als in Vorversucben bei intra-

venoser Injektion von Natriumsuccinat verstarkte Atmung fest-

gcsfelll wurde,

Mclhodik: Die Atmung v.-urde durch eine in die Trachea eingelegle Y-

Rohre rcgistriert, dcrcn einer Schenkcl an eine Mareysche Kapsel ange-

schlosscn war. Der Druck im rechten Vorhof wurdc durch eine Jange Glas-

kanulc rcgistriert, die aus der V. jugularjs in den rechten Vorhof hin-

nbgefuhrt wird. Diese Kanule wird mil cinem Wassermanometcr mit

Schwimmer vcrbunden. Der arterielle Druck wurde in der Regel miltcls

einer T-Kanulc in der Art. fcmoralis gemcssen, die an ein Membranmano-

inctcr angcschlosscn wurde. Antikoagulans: Benzoechtrosa, das bekarint-

lich den Krcislauf nicht beeinflusst (Kahlso.v u. Landby 1938). Versuchs-

ticrc: Hunde und Kaninchen.

Bei Versucben an Hunden mit Messung des Arterien- und
\’orbofdrucks rief intravenbse Einverleibung von Bs Ein-

scbriinkung der Herzliitigkeit mit gesteigertem Vorbofdruck und
gescbwacblem Arleriendruck bervor. Die Bs-Menge, die zur

Erzielung dieser Wirkung notwendig war, wecbselte stark, ver-

niutlicb Avegen der Helerogenilat des Tiermaterials. Da es un-
inoglicb war, bier ein homogenes Tiermaterial zu erhalten, ging

icb dazu iiber, mit Kaninchen zu arbeiten.

Bei intravenoser Injektion von 80—90 ml Natriumsuccinat
(2,6 %!g) mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/Min. vergrosserte

sicb die Almungsamplitude, wahrend die Atmungsfrequenz nur
wenig, der Vorbofdruck und der arterielle Druck gar nicht be-

cinflusst wurden. In wiederbolten Versucben wurde festgestellt,

dns.s intravenose Injektion von 20 ml/kg Korpergewicbt dieser

Succinatlbsung mit derselben Gescbwdndigkeil die Herztatigkeit

unbeeinflusst Hess (durch Arteriendruck und Vorbofdruck ge-

niessen). Die leichte Senkung des Vorhofdrucks wahrend der

Succinaiinjektion in einigen Versucben diirfte auf der verstark-
len Atmung beruhen.

• Au.sserdem wurde die B.s-Menge erraittelt, die zugefiibrt wer-
dcn muss, .damif die Herztaligkeit beeinflusst (eingeschrankt)
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wird (s. Fig. 7). Hicrzu waren erforderlich 20—40 ml pro kg
Korpergewiclit einer 9,g %igen Natriumsuccinatlosung, die intra-

venos niit einer Geschwindigkeit von etwa 1 ml/Min. einverleibt

wurden.

Aus Obigem geht hervor, dass intravenose Injektion von 0,52 g
Natriumsuccinat pro kg Korpergewiclit (=0,3S g Bs) in 2,6 %iger
Losung mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/Min, keine Schwii-

chung der Herztatigkeit verursacht. Intravenose Zufuhr dieser

Fig. 7. Kaninchen in Urcihan-Narkosc. Von oben nach unten: Zcit jede

5. Sekunde, Blutdruck der Art. femoralis. Druck im rechten Vorhof. Der

linke Toil der Fig. zeigt die normalen Verhiillnisse vor der Succinatinjek-

tion, der rechtc Teil wahrend intravenoser Succinatinjektion. Bei dem
Pfeil wurde die Injektion abgebrochen. 60 ml 9,6%ige Losung von

Natriumsuccinat injiziert wahrend 55 Min.

Oder einer kleineren Menge Bs diirfte daher ohne nachteilige

Folgen zur Untersuchung des Bs-Stoffwechsels in vivo ange-

wandt werden kdnnen. — Fine Schwachung der Herzfunktion

zeigt sicb erst bei intravenoser Injektion von 1,9—3,8 g Natrium-

succinat pro kg Korpergewiclit (=1,4—2,8 g Bs) in 9,G%iger

Losung mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/Min.

Die relativ grosse zugefiihrte Flussigkcilsmenge isl ohne Bedeutung fiir

diese Beeinflussung der Herztatigkeit dutch Bs. So wurde z. B. in dem in

6
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Fip. 7 wjedcrgegcbencn Versuch eine erheblich geringere Flussigkeilsmenge

inji/icrt als in den Versuchen mil 2,G%iger Succinallosung. — Die starkere

Bs-Losung ist hypertoniscb. Dies diirfte indessen fiir die gefundene Wir-

kung obnc wesentliche Bedeutung sein.

Die geschilderten Versuche sagen nichfs iiber die Ursache

dieser Bs-Wirkung auf das Herz. Es lassen sich diesbezuglich

melirere Hypothesen aufstellen, doch liegt diese Frage ausser-

balb des Ralimens meiner Untersuchung, weshalb ich sie offen

lasse.

Inirauciwsc Injektion von Bs {als Natriumsuccinat) bewirkt

in kleinerer Dosis (0,3S g Bs/kg Korpergewicht mit 0,oig g
Bs/Min.) cine leichte Verfiefung der Atmung, ohne den Kreis-

lauf zii bceinflussen. Grossere Dosen (1,4—2,8 g Bs/kg Korper-
gewicht mil 0,07—0,14 g Bs/Min.) schwdehen die Herzleistung.



KAPITEL V.

Die Umsetzung der Beriisteiiisaiu*e in vivo.

Literaturiibersicht und Anlage der Untersuctiimg.

^^ugefuhrlc Bs luird in vivo pralctisch vollstundig climiniert (Literatur

siehe S. 3). Bei diesen Vcrsuchen, die grosstenteils in der Absicht

ausgcfuhrt warden, den Gang des Abbaus dcr Fettsauren zu ermitleln, ist

Bs per os odcr durch snbeutane Injeklion cinverleibl worden. Der Harn
wurde dann anf das Vorkommen von Bs und auch auf andere Metaboliten

untersucht. In cinigen Ffillcn, wo die Bs peroral verabfolgt worden war,

hat man durch Bs-Anab'sen der Faeces kontroUiert, dass die zugeffihrte

Bs wirklich resorbicrl worden war. Diese Eliminationsversuche sind an

Ratten, Hunden und Mcnsclicn ausgefiihrt worden. Krebs, Salvin u.

Johnson (1938) haben Kaninchen grossc Dosen Succinat intravenos ein-

gespritzt und dann im Harn ein Drittel der injizierten Menge Bs wieder-

gefunden. In diesem Falle ging die schnelle Einverleibung der Bs wahr-

scheinlich iiber das Vermogen des Organismus, Bs zu eliminieren. Dies

hatle zur Folge, dass cine verhailnismassig grosse Menge Bs wiedcr aus-

geschieden wurde. Bei der langsamen Resorption von Bs nach Einverlei-

bung per os Oder durch subcutane Injektion kann der Organismus alle

zugefuhrte Bs umselzen.

tJber die Bs-Bildung in vivo liegen nur wenige Mitteilungen vor. Per-

fundierte Leber kann nach Zusatz von Arginin Bs bilden (Felix, ziliert

nach Lehnartzt 1937). Unter iihnlichen Versuchsbedingungen, obwohl

technisch unbefriedigend (siehe S. 7), haben Toennissen u. Brinkmann

(1930) Bs-Bildung nach Zusatz von Brenztraubensaure nachgewiesen.

Sowohl die Eliminationsversuche als die Experimente zum Nachweis

der Bildung von Bs sind als Belastungsversuche durchgefiihrt worden.

Es wurde also ein Stoff in grosser Menge einvcrleibt und seine Elimination

bzw. seine Fiihigkeit, Bs zu bilden, untersucht. Solche Versuche sagen

nichts daruber aus, ob die untersuchte Reaktion normal wirklich statt-

findet, und wenn, in welchem Umfang dies geschieht. Die einzigen Tat-

sachen, die darauf bindeuten, dass eine Bs-TJmsetzung normal in vivo

vor sich geht, sind einmal das normale Vorhandensein kleiner Mengen
Bs im Gewebe und im Harn (Krebs. Salvin u. Johnson 1938, Krosios
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1940), zum andcrn tier Umstand, dass diese Bs-Ausscheidung nach paren-

teralcr Zufuhr von Malonsaure zunimmt (Krebs et. al., 1938).

Ausserdem hat man untcrsucht, wie Zufilhrung von Bs in vivo gewisse

nndere Sloffe heeinflusst. Die Cifronensaureausscheidung mit dem Ham
wird durch Zufulir von Bs gesteigerl (Orten-Smith 1937; Literatur be!

MArtessson 1940, Krusius 1940). — Dcr Glijkogengchalt der Leber slcigl

nach Zufuhrung von Bs, nicht aber dcr ubrigen gesatligten Dikarbonsaiiren

von der Malonsaure bis zur Sebacinsaurc. Fumarsiiure, Apfelsaure und

O.talcssigsaurc haben dieselbe Wirkung wie Bs (Ponsford u. Smedley-

Maclean' 1932, Majer u. Reisner 1933, StOhr 1933, 1938). Die Ausschei-

dung von Glykose bei phlorizinvergiflelen Hunden steigt nach Vcrabfolgung

von Bs an (Rincer, FnANKE:L u. .Ionas 1913). Diese Autoren sind auf

Grund ihrer Ergebnisse der Ansicht, Bs konne Glykose bildcn und slellc

hicr ein Intermcdiarprodukt bei der Umsetzung von Glutaminsaurc, Argi-

nin, Ornilin und Prolin dar. Die Zufuhrung von Bs bei Leberperfusion ruft

cine Slcigerung des Blulzuckcrs hervor (Blixenkrone-MOller 1938). Dcr

Verfasser hat indcssen nicht kontrollicrt, ob einer dcr moglichcrweise bei

der Bs-Umsclzung gcbildcten Melabolilcn (z. B. Fumarsaure) etwa die

Blulzuckerbestimmung storen kann. — Die Einverlcibung von Natrium-

succinat per os bcwirkl cine slarke Mkalosc (Becker-Freyseng u. Liericii

1938). — Wie aus dem oben Gcsaglen bervorgeht, ist die Umwandlung der

Bs in vivo wenig crforscht.

Will man die normale Umsetzung der Bernsteinsaure kennen-
lernen, .so muss leils die Bs-EIiminalion, teils die Bs-Bildung
erforschl verden. Die Untcrsuclmng der Bs-EIimination urn-

fasst die Besliiligung der oben referierten Versuchsergebnisse,
dass Bs eliminiert wird, tvorauf die Gescbvvindigkeit dieser
Elimination festgestellt vird. Ferner xvird untersucht, ob diese
Fabigkeit, Bs zu eliminicren, cine Fabigkeit samtlicher Gewebc
odor nur gewisscr Organe ist. Die Untersuchung der Bs-Bildung
stelll .sicb folgende Fragen: Erfolgt normal eine Bs-Bildung?
Ist eine etwaige Fabigkeit, Bs zu bilden, nur an gewisse Organe
gebunden odcr besilzen samtiiche Gewebe des Kdrpers diese
Ffibigkcil?

Methodik.

IcTMichUicrc: in der Rcgel Kaninchen, in cinigen Fallen Katzen. Nar-
^o?.emincI. Lrelhan, 1 g pro kg Korpergewicht subcutan, wahrend dcr
Opcr.'ition .Athrr. Antikoagiilans; Heparin Vilrum. Arlcriclle BhUproben wur-
den tier Art. fcinoralis odcr der Art. carolis cnlnommcn. Vcnenblulprobcn
mis Mrsrhif dtncn Organon svurden mil dcr Tnjeklionssprilzc nach Punk-

n tr rti,.ek,.tf_n \cne eninonunen. Die Bs wurdc rnillels inlravcnoscr
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Injeklion in cine Ohrenvene odcr die V. fcmoralis einverleibi. Zur Injek-

tion wnrde cine Natrmmsnccinallosung, hauplsachlich 0,133-mol., verwendet,

die aus Acid, succin. Merck pro analysi nnd der aquivalenten ^^cngc Natron-

lauge bercilet war. Die Malonsaurc wurde intravenos einverleibi, und

zwar in Form ciner aus Acid, malon. Merck und der aquivalenten Menge

Nalronlaugc bcrcitclcn Natriummalonatlosung.

Bei Perfusion isolierler Organc babe ich die von Lxjndsgaard ausgc-

arbeitete Tcchnik angcwandt, ungefahr wie sic von Buxenkrone-MOller

(1938) bcschricben worden isl. Heparinblul wurde unverdunnl gebraucht.

Der Pcrfusionsapparat wird mil dcm Blule von 1—2 Kaninchen gefullt.

Der Adcrlass dicscr Kaninchen muss schnell erfolgcn, denn sons! steigt

die Bs-Konzentralion des Blutcs (siche hieruber S. 99). Aus demselben

Grunde kann man die Ticre nichl mil Kochsalz durchspulen, um moglichst

vicl Blul zu crhaltcn. Die Vcrsuchsliere wurden aus der Art. carotis zur

Ader gelasscn. Nach dem ingangsetzen der Perfusion liess ich eine „Stabi-

lisicrungspcriodc" von elwa 20 Minulen verfliessen, be%-or ich mit dem

Versuch begann, — Bei Leberperfusion kann der gefullle Magen selbsl-

digerieren, wobci cr Icicht nach ruckwarls-aufwarls gegen die unterc Leber-

flache hin plalzt (sichc MArtensson 1940, S. 46). Dies vcrmcidct man,

indem man durch einen kleincn Einschnitt in die grosse Kurvatur den

grosseren Tail des Magcninhaltcs enllcert. Ich habe dieses Verfahren dem

Faslcnlasscn der Ticre vorgezogen, da beim Fasten der Glykogengehall der

Leber abniramt.

Normalwerte.

Eine notwendige Vorausselzung dieser Untersucliung ist die

Kennlnis der Bs-Konzentration in arteriellem Blut, im Venen-

blut verschiedener Organc und im Ham. Die Bs-Ausscheidung

mit dem Harn belauft sich beim Kaninchen auf 20—30 Mikro-

mol pro Tag (Krebs, Salvin u. Johnson 1938); nach Krdsius

(1940, S. 143) betragt sie 20,8 mg pro 24 Stunden, Der normale

Bs-Gehalt des menschlichen Blutserums ist 6—7 7/ml, der des

Liquor cerebrospinalis 3—4 7/ml (Thunberg 1938).

Diese Angaben werden durch Tabelle 21 erganzt, Mittelwert

aus diesen 30 Bs-Bestimmungen im Blut der Art. carotis ist 4,2 7

Bs/ml Plasma. Zur Technik der Probenentnahme siehe S. 84.

Es sei bemerkt, dass die Ergebnisse der Bs-Bestimmung im
Plasma unsicher sind, da die Werte an der unteren Grenze der

Methode liegen.
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TABELLE 21.

j
Art. carotis

V Bs

1'. jugularis

pro ml Plasma im Blut der

V. femoralfs V. renalis V. porta V. hcpatica

;

"
7 7 .

i
1 3 — 0 — —

1 0 0 — 1 — —
i 0 0 0 0 — —
i

^ — — 25 20

12 — — li U
— — — 24 26

22 — — — 26 29

0 — — — — —
8

2

1

C

12

0

«

G

7

1

3

2

2

2
t

0

0

G

n

?
«)

Elimination der Bs beim ganzen Tier.

Ziiorsl musslc fcslgeslclll wcrdcn, mil welcher Geschwindig-
kcil inlravcnOs cinvcrleible Bs aus dem Blute eliminiert wird.
Gieiclizcilig -war zu kontrolliercn, dass die Elimination nicht
eine Attsscheidung mit dem Harn ist.

Mgur 8, S. 87, zeigl cinige Bcispiele soldier Eliminalions-
vensudic.

Wie die ^'orstichc zeigen, ivird zugefiilirte Bs sclmell aus der
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Fig.8

Fig. 8. Bs-Elimination beim ganzen Tier.

I. Kaninchen in Urethan-Narkose. 27,2 mg Bs pro kg Korpergewicht,

intravenos wahrend 3 Minuten injiziert. Im Harn weirden 2,2 % der inji-

zierfen Bs-Menge wiedergefunden.

II. Kaninchen nicht narkotisiert. 25,2 mg Bs pro Korpergewicht. intra-

venos wahrend 3 Minuten injiziert.

Blutbahn eliminiert, Nur ein kleiner Teil der zugefuhrten Bs

wird mit dcm Harn ausgeschieden (weniger als 5 % ). Dies

steht in gutem Einklang mit den Befunden anderer Autoren.

Meine Versuche zeigen ausserdem, dass die Bs-Elimination nur

wenig dutch die angewandte Narkose beeinflusst wird. Der

geringfiigige Einfluss der Narkose auf die Elimination der Bs

macht es wahrscheinlich, dass die ubrigen Versuche, die an

Tieren in dieser Narkose gemacht warden sind, die normale

Bs-Umsetzung anzeigen.

Die Bs-Elimination verschiedener Organe.

Wahrend der Elimination zugefuhrter Bs ist der Bs-Gehalt

des Venenblutes verschiedener Organe sowie arteriellen Blutes

bestimmt worden. Indem man so die „arterio-ven6se Differenz"

der einzelnen Organe feststellt, gewinnt man ein Bild von der

Fahigkeit dieser Organe, Bs zu eliminieren.
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Aus praktischen Griinden kann sicli eine ersle Untersuchung

mir niif wenige Organe des Korpers erstrecken. Die Organe,

die nach der bisherigen einschlagigen Literatur (siehe v. Euler

1934, S. 512, Breusch 1937 a) am meisten Succinodehydro-

gcnasc cnthalten, sind Muskel, Herz, Niere, Leber und Him.

Herz und Leber lassen sich aus technischen Griinden mil

dieser Melliode schlecht untersuchen. Die Untersuchung der

arlerio-venusen Differenzen bei der Bs-Elimination umfasst

dabcr nur Muskel, Him und Niere. Aus praktischen Grunden

ist es sclnvicrig, alle Organe auf ihre Fahigkeit, Bs zu elimi-

niercn, zu untersuchen. Es werden daher mit wechselnder Tech-

nik nur gewisse Gruppen untersucht, bis man fiir ein Oder

einige Organe cine Bs-Elimination feststellt, die derjenigen des

ganzen Tieres entspricht.

Um cine moglichsl konstanlc Eliminalionsgeschwindigkcit wahrend des

Vcrsuclics zu crzielcn, wurdc die Bs durch intravenose Injeklion mit kon-

slanlcr Injcklionsgcschwindigkcit wahrend der ganzen Versuchsdauer (mit

dem Infusionsapparat) zugefQhrl. Die Blulproben wurden erst einige Zeit

(etwa 15 .Min,) nach Bcginn der injektion entnommen, damit sich die

ns-Konzenlralion im Organismus inzwischen ausglcichen konntc. Die

Dnucr des Konzcnlrationsausgleichs ist nicht experimentcll festgestcllt.

Bci Verstichcn mit vcrschicden langcr Zeit fur diesen Ausgleich haben wir

indcssen irn Prinzip dasselbc Ergebnis crhallcn. — Die venosen und ar-

tcricllcn Blulproben -wurden nach Moglichkcit gleichzeitig entnommen, zur

Tcclmik siehe S. 84.

Die Tabellen 22 und 23 vcrzeichncn die Ergebnisse soldier Vcrsuchc.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Nierengeivebe zugefuhrte
Ils mit weit grosserer Gcschwindigkeit eliminieren kann ah die

fdnigen iinlersuchten Geivebe.

TABELLE 22.

y Bs pro ml Plasma im Blut der

Art. enrolls V. jugularis Art. carotis V. fcmoralis

}

334
I

376 311

224
j

349 265

71
j

108 85

I

85 75

i 70 61

!
70 67 *

' Die Bhilprohe nach 23 Minufen Succinalinjcktion genommen.
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TABELLE 23.

7 Bs pro ml Plasma im Blut der

Art. carotis V. renalis

383" 101

233 80

296 92

160 35

132 24

127 19

59 5

46 0

Wenn die zugefiihrte Bs aus der Blutbahn verschwindet, so

kann diese Elimination auf zwei Faktoren beruhen. Zuerst

diffundiert die Bs aus dem Blute in die Gewebe, bis der Konzen-

trationsausgleich erfolgt ist. Darauf setzen die Gewebe evtl. Bs
uni. Erfolgt die Bs-Umsetzung in den Geweben schnell, so wird

dadurch die Diffusionsgeschwindigkeit beschleunigt, da die Bs-

Konzentration der Gewebe standig niedrig bleibt.

Ein Unterschied zwischen dem Bs-Gehalt des arteriellen und
des venosen Blutes wahrend der Zufiihrung von Bs kann an-

deuten, dass in dem fraglichen Organ Bs umgesetzt wird. Doch
kann er auch darauf zuriickzufiihren sein, dass der Konzen-

trationsausgleich zwischen Blut und Gewebe noch nicht voll-

zogen ist.

Wie soil man wissen, ob die obigen Ergebnisse einc Umselzung anzeigen

Oder nicht? Wie oben bemerkl wurde, ist die bei den Versuchen fur den

Konzentrationsausgleich benotigte Zeit nicht experimentell festgestellt.

Eine solche Feststellung ist technisch sehr schwierig, da eine derartige Un-

tersuchung, soli sie \\’irklich zufricdenstellende Ergebnisse liefern, schnelle,

zuverlassige Gewebsanalyscn umfassen muss. Man kann aber slatt dessen

die Bs-EIimination isolierter Organe in Pcrfusionsversuchen studieren. Bei

Zusatz von Bs lasst sich die Konzentration der Bs im Blute nach volIslSn-

digem Konzentrationsausgleich zwischen dem Blute und dem fraglichen

Organ grob berechnen. Sinkt die Bs-Konzenlration des Blutes wahrend
des Versuchs unter den berechneten Wert ab, so ist es sehr wahrschein-

lich, dass eine Umsetzung von Bs slattgefunden hat. Naturlich sind aber

solche Berechnungeit unsicher.

^ Bs nach Elimination von a-Keloglularsaure bestimmt; 483 y Bs/ral

Plasma.

Bs nach Elimination von a-Kelogluiarsaure bestimmt: 161 */ Bs/ml

Plasma.
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TABELLE 24.

Bs/ml Plasma

Normalwert 0

Venenblut 90 Minuten nacb

dcr Bs-Zufuhr 82 ‘

.Artcrienblut 90 Minuten

nacb der Bs-Zufuhr 88^

Kaninchcn, .3,0 kg, Perfusion des Hinlcrkorpers. Urethan 1 g/kg. Ge-

•vviclU des Hinlcrkorpers 1,0 kg. Pcrfusionsfliissigkcit 175 ml HeparinbluL
Ziisatz von 31,S mg Bs ziim BIul.

Die Bs vcrlcilt sich vermutlich nichl gleichmassig fiber das Hinterkorper-
praparal. Fur gewisse Gewebe, so Knochen- und Knorpelgewebc, durflc
die Diffusion aussorsl goring scin. Buxenkrone-MOller (1938) gibl an,
cin Ilinlerkorporpraparat bestchc zu clwa 50 % aus Muskeln. Lcgen wir
dicsc Zaiil zugrundc, so wurdc sich in unserem Fall die zugcsetzle Bs auf
500 g Gewehc + 175 ml Blut vcrtcilen, was 46,2 '/ Bs/g Gewebe entspricht.
Bei Abscliluss des Vcrsuchs war die Bs-Konzcnlration des Vcnenblules
82 y/ml Plasma.

Aus dicsem Vcrsuch lasst sich nicht entscheiden, ob die Mus-
kulatur * langsam Bs umsetzen kann oder nicht. Die arterio-
'cndse Differenz ist auch zu klein, uni diese Frage beantworten.

.^hnliche Perfusionsvcrsuchc wurden mil Leber gemaebt. Hicr sink!
auch die Bs-Konzcnlralion des Blules nacb Zufuhrung von Bs so lang-
s.ani, dass dcr „AusgIeichwcrl'‘ im Laufe des Vcrsuchs nicht errcicht wurde.
Die Vcrsuchsdaucr darf bei Perfusionen nicht fiber 2 Slunden belragen
(Buxenkrone-MOller 1938). Mil dieser Mclhodik lasst sich also nichl
cnlschcidcn, oh die Leber cine geringe Fahigkeil besitzl, inlravcnos ein-
vcrlciblc Bs unizuselzen oder nicht.

Bei Versuchen mil von der Leber gebildeler Bs ist die Elimi-
nahonsfiibigkeit dieses Organs ausserst gering. Vermindert man
Jei erfusionsversuchen mit Leber die Sauerstoffzufuhr, so
slei^ der Bs-Gehalt des Pcrfusionsblutes. Dabei muss ja auch
der Bs-Golialt des Gewebes gesliegen sein. Untersucht man bier
le Bs-Konzenlralion des Pcrfusionsblutes, so findet man ein

ausserst langsames Absinken.

1
«-Keloglularsiiure beslimmt.

'iftr? r r i””
•'^^'’skulalur gesprochen, docli konnen nalurlich auch

\citZ r 7 r.
‘J" Bs cine gewisse Rollc .spielen, wahr-

i(h jeiioch isl diesc von unlcrgeordnclcr Bedculung.
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TABELLE 25.

Zeit in Minuten nach Beginn des

Perfusions%'ersuches

7 Bs/ml Plasma

Venenblut Arterienblut

.'lO 03 53

55 58 56

so 55 48

Ilf) 43 43

Samtiiche Bs-Werte sind Mitlclwcrtc aus Doppelbeslimmungen, nach

Elimination von a-Ketoglularsaurc.

In Hinsiclit auf den Fehler der Bs-Bestimmung ist die Bs-Eli-

minierung der Leber hierdurch nur wahrscheinlich gemacht,

nicht sichergestellt. Die Leber kann also wahrscheinlich Bs mit

geringer Geschwindigkeit umsetzcn.

Nach den arlerio-vcnoscn Differenzen zu urteilcn, diirfte die Elimina-

tionsfahigkeit des Gchirns derjenigen der Muskulatur vergleichbar sein.

Bei der Beurtcilung der Versuchsergebnisse ist zu bcrficksichtigen, dass die

analj'sicrte Blutprobe nicht nur Blul aus dem Gehirn, sondern auch aus

anderen Geweben des Kopfes, so der Muskulatur, enthalt. Da die Unter-

suchung des Gehirns mittels Perfusion besonderc lechnische Vorrichtungen

erfordert, und da ausserdem die etwaige Eliminationsfahigkeit des Hirns

fur den Organismus quantitaliv von gcringercr Bedeulung ist (ebenso wie

die der Muskulatur und der Leber), ist sie hier nicht naher untersucht

Worden.

Das Organ, das nach Ausweis der arterio-venosen Differen-

zen die grosste Eliminationsfahigkeit hat, ist die Niere. In

diesem Fall kann das Ergebnis ausser auf einer Diffusion der

Bs aus dem Biut in Gewebe auch auf einer Ausscheidung von
Bs mit dem Harn beruhen. Harnanalysen haben gezeigt, dass

die Wegsehaffung zugefiihrter Bs mit dem Harn geringfiigig

ist, weniger als 5 % der injizierten Menge. Die grosse arterio-

venose Differenz kann also nicht dadurch bedingt sein. Theo-
retisch ist es moglich, dass eine schnelle Diffusion in die Gewebe
eine solche Differenz verursachen konnte. Doch musste durch
eine so schnelle Diffusion sich der Konzentrationsunterschied
zwischen Blut und Gewebe schnell ausgleichen. Was die Mus-
kulatur betrifft, so erfolgt der Konzentrationsausgleich verhalt-

nismassig langsam. Aber die arterio-venose Differenz fiir Mus-
kulatur ist doch bei weniger als 100 y Bs/ml Plasma im arteriel-

len Blut nach einer Injektionsdauer von etwa 20 Minuten an-
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nahernd ausgeglichen (siehe Tabelle 22). Es ist also wahr-
scheinlich, dass die Nieren Bs umsetzen. Es ist moglich, dass

die Nieren in Anbetracht ihrer geringen Masse trolz ihrer gros-

sen Fahigkeit, Bs schnell zu eliminieren, fur die Bs-Elimination

des Organismus nicht so wesentlich sind, wie z. B. die Musku-
latur mit ihrer langsamen Elimination, dafur aber grossen

Masse. Um die Bedeutung der Nieren fur die Bs-Elimination

des Organismus in Erfahrung zu bringen, wurden Eliminations-

versuche sofort nacb Exstirpation der Nieren gemacht.

Kaninchen in Urethan-Narkose. Bs inlravenos injizicrl wahrcnd 3 Mi-

nulen.

I. (Zum Vcrgicich angegcben.) Ohne Nierencxslirpation. .'58,3 mg Bs

pro kg Korpcrgewicht injizicrl.

II. 30 Minulen nach Nierencxslirpation 68.4 mg Bs pro kg Korpcrgcwiclit

injizicrl.
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Narkose wie oben S. 84. BauclischnilL I^ierenexsUrpation, nachdem

Gefiisse und Urelcren unlerbundcn wordcn sind, worauf der Bauch mil

Peans verschlossen wird. Sobald wie inoglich nach der Nierenexstirpa-

tion wird Bs in' die V. fcmoralis injiziert (Technik wie oben S. 84 ange-

gebcn). Die nachstehcnde Kurve zcigt die Ergebnisse eincs solchen Ver-

suches, dcnen zum Verglcicii auch einc norraale Eliminalionskurve bei-

gefSgt ist

Die Ergebnisse zeigen, dass die Nieren von vorlierrscbender

Bedeatung fur die Bs-Elimination des ganzen Organismus sind.

Ausserdem sind diese Ergebnisse ein neuer Beweis dafiir, dass

die Elimination der Bs in den Nieren auf einer wirklichen Um-
setzung im Nierengewebe berubt. Die Harnausscheidung be-

lauft sicb, wie scbon erwahnt, auf hochstens 5 % der injizierten

Menge. Wenn die Elimination seitens der Nieren nur auf einer

Ausscheidung der Bs mit dem Harn beruhte, so miisste eine

Vermehrung der injizierten Menge um 5 % bei normalen Ka-

ninchen eine Eliminationskurve vom selben Typus ergeben, wie

man sie bier nach der Nierenexstirpation sieht.

Nierenexstirpation ohne Zufiihrung von Bs beeinflusst die

normale Bs-Konzentration des Blutes nicht oder nur ausserst

wenig (siehe hieriiber S. 95).

Die grosse Bcdeutung der Nierengewebe fiir die Bs-Um-
setzung im Organismus tritt noch deutlicher hervor, wenn die

Bs-Bestimmungen erst nach der Eliminierung der a-Ketoglutar-

saure ausgefiihrt werden (siehe nachstehcnde Tabelle).

TABELLE 26.

Normalwert 7

’/s 2G7

12 36

33 18

63 6

Samllichc Bs-Wcrle sind Millclwerle aus Doppelbestimmungen, nach

Elimination von n-Kctoglularsaure. Bciden Kaninchen wurden intravenos

78,7 mg Bs/kg Korpergcwicht zugefuhrt; Injektionszeit 4 Minuten. Die

Niercnextirpation bei dem lelztcn Kaninchen WTirde 15 Minuten vor der

Bs-Zufuhr ausgefiihrt. Technik siehe oben.

Bs-EHmination von Kaninchen
nach Niercnextirpation

'/ Bs/ml Plasma in

Arterienblut

Bs-Elimination von Normalen
Kaninchen

Zeit in Minuten */ Bs/ml Plasma in
nach derBs-Zufuhr Arterienblut
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Das Ergebnis dieses Versuches macbt es wabrscheinlich, dass

nacb Zufuhr von Bs die a-Keloglularsaurekonzentration des

Blutes gesteigert wird. Diese Versnche werden fortgesetzl imd
in einer spateren Arbeit erorlert.

Fur die Bs-Elimination des Organismus sind die Niereri von
vorherrschender Bedeutung. Die Bs wird hier grosstenteih um-
gesetzt. Die Harnausscheidung belauft sich auf hochstens 5 %
der zugefuhrten Menge Bs. Die Leber kann wahrscheinlich

Bs mit geringer Geschwindigkcit umsetzen. Ob Muskulatiir

und Gehirn mit sehr geringer Geschwindigkeit oder gar nicht

Bs umsetzen konnen, Idsst sich mit dieser Methodik nicht ent-

scheiden.

Die Bs-Bildung des ganzen Tieres.

Dass der Organismus die Fahigkeit besitzt, Bs zu eliminieren.

beweist noch nicht, dass normal eine Bs-Umsetzung und
damit eine Bs-Bildung erfolgt. Dass Bs normal in den Geweben
vorkommt und dass Bs normal mit dem Harn ausgeschieden

wird, kann indessen anzeigen, dass die Bs ein Glied des nor-

malen intermediaren Stoffwechsels ist.

Theoretisch gibt es zwei Mdglichkeiten fiir eine etwaige Um-
wandlung von Bs. Bs kann in einem Organ (oder melireren Or-

ganen) gebildet und in einem anderen eliminiert werden. Ii\

diesem Fall diirfte die Bs mit dem Blute vom Herstellungs-

zum Eliminationsort gebracht werden. Stoffe, deren Umselzung

in vivo wahrscheinlich nach diesem Prinzip vor sich geht, sind

z. B. Acetonkorper und Citronensaure. Die ersteren werden

grosstenteils in der Leber gebildet nnd hauptsachlich in der

Muskulatur eliminiert (Literatur siehe bei Blixenkrone-Mol-

LER 1938). Citronensaure wird wahrscheinlich in den Muskeln

gebildet und hauptsachlich in den Nieren eliminiert (Literatur

siehe hei MarTENSSON 1940). — Die zweite Moglichkeit ist die,

dass Bildung und Elimination der Bs in einem und demselben

Organ sich voUzieht. In diesem Fall hat der Blutkreislauf an

der Bs-Umsetzung keinen Anteil.

Wcnn die Bs-Bildung in einem Organ (oder in melireren) .slattfindet

und die Umselzung an anderer Stclle im Organismus, so muss dies sich

auf zweierlei Weise experimenlell fcslstellen lassen.

1. Das Venenblul des Bs-bildcnden Organs muss eincn hohercn Bs-

Gehalt haben als das arlerielle Blul. Die gefundcnen Normahverfe fur den

Bs-Geball des Venenblules (S. 8G) zeigen keinc solche Differenz an. Dor

Unlerscbicd kann indessen inncrlialb der Fehlergronzen der Alctliode
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liegen. Es ist auch das Vencnblut nur weniger Organe untersucht worden,

and es isl moglich, dass Bs in einem Organ gebildet werden kann, das in

dieser Untersuchung nicht berucksichtigt worden ist. Das negative Ergeb-

nis schliesst also nicht aus, dass Bs normal in einem der Organe des Kor-

pers gebildet werden kann.

2. Die gebildele Bs wird im Organismus in einem andern Organ als

dem Bs-bildcndcn climiniert. Vollzicht sich die Umwandlung der Bs nach

diesem Prinzip, so muss sich die Bs im Organismus ansammeln und die

Blulkonzentration ansteigcn, wcnn das Bs-eliminierende Organ ausser

Funktion gesetzt wird. Die Untersuchung der Bs-Elimination hat gezeigl

(siehe S. 93), dass die Nieren bei dieser Elimination von dominierender

Bedeutung sind. — Ich habc den Bs-Gebalt des Blules nach Exsiirpation

der Nieren gemacht und koine oder cine nur sehr geringfugige Steigerung

des Bs-Gehaltes im arteriellen Blut gefunden.

TABELLE 27.

1 Zeit in Minuten nach
Nierenc.vstirpation

7 Bs/ml Plasma in

Artericnblut
7 Citronsaure pro ml

j

Plasma in Artericnblut i

1. 11. b
1

Normalwcrt 0 2 108 !

45 0 0 2(59

j

120 11 i

I 180 « j

Samtliche Bs-Werle sind Mittehverle aus Doppelbeslimmungen. Die

Cilronensaurewcrtc sind zum Vergleich angegcben. Die Citronenbestim-

mungen sind im Physiol. Institut, Lund, ausgefuhrl, wofur ich Herrn Prof,

emer. T. Thunberg sehr zu Dank verpflichlet bin.

I. Kaninchen 2,7 kg. in Urelhan-Narkose.

” 2,3 kg. „ „ „

Fur die normale Bs-Umsetzung des Organismus sind die Nieren von

keiner oder nur geringer Bedeutung. Wahrsclieinlich vollzicht sich die

Bs-Vmsetzung normal nicht so, dass die Ss-Bildung in einem Organ, die

Elimination in einem andern crfolgt.

Es bleibt also zu untersuchen, ob die Umsetzung von Bs nor-

mal gemass dem zweiten Prinzip erfolgt: Bs-Bildung und -Eli-

mination in ein und demselben Organ (wabrscheinlich intra-

cellular). Um dies feststellen zu konnen, muss man irgendwie
die Elimination der Bs in den Geweben hemmen. In Anbetracht
des allgemeinen Vorkommens der Succinodehydrogenase ist es

wabrscheinlich, dass die Bs-Eliminalion mit Hilfe dieses En-
zyms erfolgt. Es handelte sich in diesem Falle also um eine
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Dehydrierung. Der dabei aklivierte Wasserstoff wird in vitro

dirckt auf das Cytocbromsyslem ^ und von dort auf Sauerstoff

iiberlragen. Die Bs-Elimination miisstc sich demnach durch

cine Verminderung der Sauerstoffzufuhr hemmen lassen, durcb
eine Hemmung der Cytochromoxgdase (z. B. mit Cyanid) iind

durcb Hemmung der Succinodebydrogenase beispielsweise mit

Malonat oder Pyrophosphat.

Verminderte Sauerstoffzufuhr:

Kaninchcn in Narkosc wie obcn (siehc S. 84), Enlnahmc der Blulprobe

zur Bs-Bestimmung aus Arl. carolis. Die Trachea wird frcigelegt, es wird

eine Trachealkanulc gelegt und an eine Pumpe zur kunsllichen Al-

mung angeschlossen. Durch cincn Schnitt ins Epigastrium und cincn

klcinen Schnill ins Diaphragma wird der Tliorax croffncl, so dass

die Bewegungen dcs Herzens und der Lungen wahrend dcs Versuches

direkl beobachtet werden konnen. Zu Beginn dicser Untersuchung

wurde bei den Vcrsuchstieren Anoxamie hervorgerufen, indem die

Pumpe so lange gespcrrt wurde, wie es die Ticrc verlragen konnten. Dann

wurde die kunslliche Atmung mit gleicher Pumpamplilude und -frequenz

wie vor der Anoxamie wiederaufgenommcn. Dadurch ergibl sich cin

Sauersloffdefizit, das sich nicht durch ticferes oder schnellercs Afmcn (die

Atmung wird durch die Pumpe konstant gehallcn) wellmachen lassl. —
Spater ging ich dazu ubcr, die Amplitude dor Almungspumpc so stark zu

senken, wie es die Versuchstierc aushalten konnten. Die fiir das Tier

geeignete Vcrminderung der Sauerstoffzufuhr bcurteilt man aus der Grosse

der spontanen Atmungsbewegungen, der Grosse der Lungcnbewcgungcn und

der Herzfrequenz. Eine sehr vcrlangsamte Frequenz zcigt den beran-

nahenden Exitus an. Nach ciner gewissen Zeit, wahrend wclcher Blut-

proben zur Bs-Analysc cntnommcn worden sind, wird die Amplitude der

Atmungspumpe wieder so vergrosscrt, dass der Sauerstoffbedarf des Tieres

voll befriedigt wird. Das Atmungszentrum ist bekanntlich gegen unge-

niigende Luftung sehr empfindlich. Als Indikator fur ausreichende Sauer-

stoffzufuhr dienen die spontanen Atmungsbewegungen. Wenn diese prak-

tisch aufgehort haben, in der Rcgel einige Minuten nach der Steige-

rung dor Sauerstoffzufuhr, kann man den Sauerstoffbedarf des Tieres fur

befriedigt ansehen.

Es ist wichtig, die Amplitude der Atmungspumpe nicht mchr zu ver-

grossern, als notw'cndig ist, um die spontanen Atmungsbewegungen ver-

schwinden zu lassen. Eine zu starkc Ventilation kann binnen kurzem dazu

fuhren, dass das Herz dcs Vcrsuchstieres stehcnbleibt. — Diese Technik

hat den Vortcil, dass sich die Vcrminderung dcr Sauerstoffzufuhr leichtcr

^ Man glaubt neuerdings nachgewiesen zu haben, dass cin Stoff den

Wasserstofftransport zwischen Succinat/Succinodehydrogcnase und Cylo-

chrom vcrmittelt (Hopkins, Lutwak-Mann u. Morgan 1939 und Stern u.

Melnick 1939. zitiert nach Stern 1940).
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regulieren lassl als bei der zucrst angewandten Versuchstechnik. Man
muss indesscn die Sauerstoffzufuhr stark drosseln, urn eine Einwirkung auf

die Bs-Konzentration zu erzielen.

Ein lypischcr Versuch unter Anwcndung der erstcren Technik ist in der

nachslehenden Figur wicdergegeben.

Fig. 10

Fig. 10. Bs-Konzentralion in Plasma bci verminderlcr Sauerstoffzufuhr.

Kaninchen 1,9 kg. in Urclhan-Narkose. Wahrcnd 2 Minulen (der

scbraffierle Teil der Fig.) wurde dem Tiere kein Sauerstoff zugefiihrt.

Fig. 11, S. 98 gibt zwei typische Beispiele von Versuchen mil der

letzleren Technik wiedcr.

Die Bs-Konzentration des arteriellen Blutes steigt also nach
Drosselung der Sauerstoffzufuhr schnell an.

Die Erfahrung lehrte, dass diese Drosselung kraftig sein

muss, um eine Steigerung des Bs-Gehaltes im Blut hervorrufen
zu konnen. Eine weniger starke Verminderung der Sauerstoff-
zufuhr bleibt ohne Wirkung auf die Bs-Konzentration.

Einige Einzelheiten sind hicr bemerkenswcrt. Die Bs-Slcigerung in Fig.

to ist bei der dort zur Amvendung gelanglen Technik nichl reversibel,

sondern progressiv. Bei Verwendung der letzeren Technik erhalt man Bs-
Kurven von zweierlei Typ (siehe Fig. 11). In dem eincn Fade steigt der
Bs-Gehalt des Blutes kurz nach Bcginn der Anoxamie an. In dem zweiten

7
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Fig. 11. Bs-Konicnfradon in Plasma bei vcrmindcrfcr Saucrstoffzufulir.

Kaninchen in Urelhan-Narkose.

I. Verminderung der Sauersloff/ufuhr "wahrcnd dcr crslen ^0,5 Mi-

nulen.

II. Verminderung der Sauerstoffzufiihr wahrend der crslen 34 Mi-

nulcn.

Fall ist der Bs-Werl im Blute 'wahrend der Anoxamic annahcrnd unver-

findert, und er sleigl crsl an, nachdcm wicder die voile Saucrsloffzufuhr

eingeselzt hat.

Einc Moglichkcit zur Erklarung der erslen Erscheinung "wurde schon

bei der Beschreibung der Vcrsuchslechnik S. 96 vorgelegl. Die Ursacbe

des Phanomcns kann aucb darin liegcn, das bei Anoxaihie in den Gcweben

scbnell Bs gebildet wird, ^'Shrcnd die Elimination und die Diffusion ins

Blut langsam erfolgt. Dies kann cs auch erklaren, wcsbalb man bei dcr

letzleren Technik bisweilen erst dann eine Bs-Steigcrung sieht, nachdcm

die voile Sauerstoffzufuhr -wieder eingeselzt hat. Die Zunahmc der Bs im

Blut isl bisweilen nicht reversibel. Die Bcgleichung des wahrend dcr

Anoxamie eingetrelenen grossen Sauerstoffdefizits kann durch den starken

.\dcrlass erschwert worden sein, den die wiederholle Enlnahmc von Blut-

probcn zur Bs-Beslimmung bedeulel (10 ml Blut fiir cine Doppelhestira-

mungj. In gewissen Fallen isl die Moglichkcit nicht ausgcschlosscn, dass

cine irreversible Zellschadigung wahrend der Anoxamie enlstanden isl.

Dass dies jedoch von geringerer Bcdeulung ist, erhelll daraus, dass unter

gewis-sen Versuchsbedingungen (siehc Fig. 11) cin reversiblcr Bs-Effckt er-

haltcn wird.

Eine verniinderte Zufiihr von Saiierstoff in die Gewebe diirfte

die Ursacbe dessen sein, dass der Bs-Gehalt des Blutes nacb
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sehr starken Aderlassen ansteigl. Dieser Effekt ist im Lauf^

der Untersuchung festgestellt worden. Die folgende Tabelle gibt

einige lypische Ergebnisse soldier Versuche wieder.

TABELLE 28.

Zeit in Minuten y Bs/ml Plasma in Arterienblut

Versuchstier I II HI IV

Normalwert 9 0 0 6

15 12 4 0 5

25 6

30 12 6 4

38 2

45 11 5 8 9

60 30 28 13 15

90 147* 74 65

SamtHche Bs-Werlc smd Mittelwcrte aus Doppclbestimmungen.

Versuchstier Kaninchen, in Urethan-Narkose.

I. 2,3 kg. II. 2,2 kg. III. 2,4 kg. IV. 1,8 kg.

Kaninchen in brelhannarkose. Blulprobe aus der Art. carotis. Fur jede

Bs-Beslirotnung vrurdcn 10 ml Blut entnommen. Die angegebenen Bs-Werte

sind das Ergebnis von Doppclbestimmungen.

Die Bs-Konzenfration des Blutcs kann also nach starken Ader-
lassen erheblich ansteigen. Dies ist bei der Untersuchung des

Bs-Umsatzes von praktischer Bedeutung. Im Tierversuch muss
diese Aderlasswirkung berxicksichtigt werden. Icb babe des-
halb kontrolliert, dass ein Aderlass allein von der Starke, wie sie

der Probenentnahme bei den Anoxamieversuchen entspricht,
keine Steigerung der Bs-Konzentration im Blut hervorruft (siehe

Tabelle 28, Versuch IV).

Hemmung der Cgtochromozydase: Versuch mit langsamer
intravenoser Injektion von Cyanid (mit dem Infusionsapparat)
haben keine befriedigenden Ergebnisse gehabt. Entweder er-

folgte die Injektion zu langsam. Das zugefiihrte Cyanid wurde
dann so schnell eliminiert, dass die Atmung der Tiere beinahe
unbeeinflusst blieb und keine Bs-Steigerimg eintrat. Oder aber
die Injektionsgeschwindigkeit war zu hoch, und es trat ein fast

augenblicklicher Atmungsstillstand ein. Eine Bs-Steigerung
zeigte sich nicht, vermutlich hatte sie keine Zeit, sich zu ent-

Diese Probe ist postmortal aus der rechten Herzkammer entnommen.
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wickeln. (Aus den Anoxamieversuchen ging herv^or, dass eine

gewisse Zeit erforderlich ist, damit sich eine Steigerung des Bs-
Gehaltes im Blute einstellen kann.) Ein soldier Atmungsstill-
sland kann durcli kunstliche Atmung behoben werden. Eine
erneute Cj'anidinjektion kann einen abermaligen Stillstand dor
Atmung verursachen, der seinerseits wiederum dutch kiinst-

liche Atmung behoben werden kann. Erst indem ich so wie-

derholte Male in schneller Folge einen Atmungsstillsland her-

vorrief, konnte ich die Bs-Konzentration des Blutes steigern.

Die Versuchsbedingungen sind hier nicht rein. Die Bs-Stei-

gerung kann auch dutch mangelnde Sauerstoffzufuhr infolge

des wiederholten Atmungsstillstandes verursacht sein. Es war
praktisch also unmoglich, eine „chronische“ Cyanidvergiftung

der Versuchstiere hervorzurufen.

Das Atmungszentrum diirfte der gegen Cyanid empfindlichste

Teil des Organismus sein. Es ist moglich, dass zufriedenstel-

lende Ergebnisse bei Versuchen mit decerebrierten Tieren batten

erhalten werden konnen. Die Cyanidversuche warden indessen

nicht fortgesetzt, da schon die Anoxamieversuche ausserst

wahrscheinlich machen, dass normal in vivo eine Bs-Umset-

zung stattfindet.

Hemmung der Succinodehydrogenase: Dutch die Anoxamie-

versuche ist gezeigt worden, dass normal in vivo eine Umsetzung

von Bs vor sich geht. Es ist indessen doch von Interesse zu

untersuchen, wie eine direkte Hemmung der Succinodehydro-

genase die Bs-Konzentration im Organismus beeinflusst. Dieses

Enzym wird dutch Malonsaure, Pyrophosphorsaure und a-Ke-

toglutarsaure stark gehemmt. Von der spezifischen Hemmung
der Malonsaure auf die Succinodehydrogenase war schon die

Rede (siehe S. 68). Die Spezifitat der Hemmung ist zwar nur

eine relative, doch ist die Hemmung der Succinodehydrogenase

so stark, dass die Malonsaure fiir unsem Zweck geeignet sein

diirfte. Die Pyrophosphorsaure hemmt die Succinodehydroge-

nase (Leloir u. Dixon 1937), doch hemmt sie auch stark die

i^-Oxybuttersauredehydrogenase (Literatur siehe bei Hoff-JOr-

GENSEN 1940). Ein Enzym im Organismus, Pyrophosphatase,

eliminiert ausserdem schnell Pyrophosphorsaure, die also aus

mehreren Griinden fiir unsere Untersuchung ungeeignet ist,

a-Ketoglutarsaure hemmt zwar die Succinodehydrogenase stark

(siehe S. 52), kann aber mit grosser Wahrscheinlichkeit im Or-

ganismus zu Bs umgesetzt werden, was sie fiir diesen Zweck

ungeeignet macht. Malonsaure ist also im Augenblick der ein-
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zige Stoff, der sich dazu eignet, in vivo die Succinodehydroge-

nase zu hemmen.

Malonsaure wurde als Natriummalonat in' neutraler Losung langsam

inlravenos injiziert (mil dem Infusionsapparat). Malonsaure ist, wie Ver-

suche anderer Autoren gezeigt haben, wenig toxisch (Heymans 1889, Rose

1925, Huszak 1935, Orten u. S^oth 1937, Krebs, Saevin u. Johnson 1938,

Krushis 1940). Die Tiere waren bei Einverleibung masslger Dosen (0,5 g

pro kg Korpergewicbt) anscbeinend vollig unbeeinflusst. Die nacbslebende

Tabelle gibt die Wirkung einer Malonatinjektion auf den Bs-Gebalt des

Blules an.

TABELLE 29.

Zeitin Minuten
nach Beendigung

der Malonatinjektion

7 Bs/ml Plasma in

Arterienblut

y Citron en-

saure/ml Plasma
in Arterienblut

Versuchstierl II HI IV IV

Normalwert 10 0 0 2 45,0

0 17 17 23 — —
27 — — 88 — —
36 — 52 130 ‘ — —
40 45 — — 17 76,5

89 — — — 13 76,5

100 — 90 — —
162 — — — 24 85,5

204 50 — — — —

Kaninchen in Uretban-Narkose. Bs-Bestimmungen nacb Elimination von

a-Ketoglutarsaure und Malonsaure ausgefiibrt (Tecbnik siebe Kap. 11).

I. 0,75 g Malonsaure/kg Korpergewicbt; Injektionszeit 22' Minuten.

n. 0,52 g „ /kg „ ; „ 22 „

m. 1,22 g „ /kg „ ; „ 16 „

IV. 0.42 g „ /kg „ ; „ 18 „

Malonsaure als Natriummalonat in 0,4-mol. Losung intravenos injiziert.

(Bei Versuchstier L Tvoirde 0,2-mol. Losung verwendet).

Die Versuche zeigen, dass intravenos injiziertes Malonat eine

Steigerung der Bs-Konzentration des Blutes hervorruft. Diese

Steigerung ist ausserst wahrscheinlich auf eine Hemmung der

Succinodehydrogenase seitens der Malonsaure zuriickzufiihren.
Unter gewissen Versuchsbedingungen ist die Bs-Wirkung re-

versibel. Dies beruht darauf, dass der Organismus ihm zuge-

^ Blutprobe bei Aufhoren der Atmung unmittelbar aus der linken Herz-
kammer entnommen.
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fiihrte Malonsaure praktisch vollstandig umzusetzen verma"
(Literatur siehe bei Flaschentrager 1926, St6hr 1938).

Ein Tier starb 35 Minutcn nach inlravenoser Injektion von Malonsaure
1,22 g/kg, -wahrscheinlich nach geschwachler Herzleislung. Es ware von
Bedeutung festzustellen, dass die Steigerung der Bs-Konzentration im Blul
nach Zufuhr von Malonsaure nicht auf eincm verminderten Sauersloffzu-
fuhr an die Gewebe durch Herzdekompensation bcruht. Deshalb wurde
def Druck im rechten Vorhof -n-ahrend eines Malonalversuchs regislriert.

Inlravenose Injektion wahrend 44 Minulen von 0,67 g Malonsuure/kg Kor-
pergesvicht hatte keinen Einfluss auf den Vorhofdruck. Die Bs-Konzcntra-
tion im Blute slieg in der gleichen Zeit von 3 auf 22>'Bs/ml Plasma.

Nach den hier wiedergegebenen Versuchen ist es ausserst
wahrscheinlich, dass normal in vivo eine starke Bs-Umsetzung
stattfindet. Die Gewebe eliminieren wahrscheinlich selbst die

dort gebildete Bs. Diese wird oxydativ umgewandelt, in erster

Linie mil Hilfe der Succinodehydrogenase.

Bs-Bildung in verscliiedenen Organen.

Bilden alle Gewebe des Korpers Bs Oder dominiert ein beson-
deres Organ bei der Bs-Bildung?— Um dieses Problem zu losen,

kann man entweder unter Bs-Bildung die arterio-venose Dif-

ferenz verschiedener Organe feststellen oder die Bs-Bildung iso-

lierter Organe im Perfusionsversuch studieren. In beiden Fal-

len muss die Bs-Elimination irgendwie gehemmt werden. In

der folgenden Unlersuchung wurde diese Hemmung durch ver-

mindete Sauerstoffzufuhr herbeigefiihrl.

Unlersuchung der arterio-vendscn Different:

TABELLE 30.

7 Bs/ml Plasma 7 Citronensaure/ml Plasma

|z Blut aus Art. Blut aus Art. Blut aus V. Blut aus Art. Blut aus Art.

£ carotis. carotis. renalis, carotis. carotis.

wm Normalwert Anoxfimiewert Anoxuniiewcrt Normahvert Anoxamiewert

I 5 22 0 90 83

II 8 32 0

HI 0 43 0 72 73

Kaninchen in Urelhan-Narkose. Tcchnik bei Verminderung der Sauer

slolfzufuhr siehe S. 9G.

I. 2,1 kg. 11. I,Sj kg. III. 1,P5 kg.
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Zur Tcchnik der Probenentnahmc siehe S. 84. Bei diesen Vcrsuchen

ist cs besonders -wichtig, dass die artcricllcn und vcnoscn Blutproben

gleichzeilig cntnomnien wcrden, da sich die Bs-Konzentration im Blute

wahrend des Versuchs schncll andcrl. Die Sauerstoffzufuhr wurde gemass

der auf S. 96 beschriebcnen Mclhodik (zuletzt angcgebene Tcchnik) eiii-

geschrankl. Die angcgebcnen Bs-Werle sind Mittclwcrte aus 2 Bestim-

mungen. Die Ergebnissc sind Tabcllc 30 und 31 zu entnehmen.

Aus den Versuchen geht hervor, dass die Nieren wahrschein-

lich keine Bs bilden. Ihre EUminalionsfahigkeit ist offenbar

durch die Anoxamie nicht beeinflusst worden. Es besteht zwar

eine Moglicbkeit, dass in den Nieren gebildele Bs nur in den

Harn und nicht ins Venenblul ausgeschieden wird. Ein sicheres

Urteil hieriiber kann man erst nach naherer Untersuchung der

arterio-venosen Differenz, des Minutenvolumes und der Harn>

ausscheidung abgeben. Da diese Frage in der urspriinglichen

Problemstellung keinen zentralen Platz einnimmt, wurde diese

Untersuchung einstweilen aufgeschoben. — Es ware bemer*
kenswert, Avenn die Bs-EIimination der Nieren von der Anoxii-

mie unbeeinflusst bliebe. Das Prinzip dieser Versuche war es

ja, durch Herabsetzung der Sauerstoffzufuhr die Elimination

der Bs zu hemmen. Es bestehen mehrere Moglichkeiten zur
Erklarung dieser Erscheinung, doch lasse ich die Frage vor-

laufig offen. ,Sie Avird den Gegenstand Aveiterer Untersuchungen
bilden.

Das Blut der V. femoralis und der V. jugularis hat denselben
Bs-Gehalt wie das arterielle Blut. Doch kann eine arterio-

A'enose Differenz innerhalb der Fehlergrenzen unserer Bestim*
inungsmethode bei grosser Blutstromungsgeschwindigkeit sogar
einer starken Bs-Bildung des fraglichen Organs entsprechen.
Das Ergebnis schliesst also nicht die Moglichkeit einer Bs-Bil-
dung in diesen Organen aus.

Bei der Untersuchung der Normalwerte fiir das Venenblut vcrschiedener
Organe wurde bisweilen eine erhcblich hoherc Bs-Konzentration im Blute
der V. hepalica als in dem der V. porta und im arteriellen Blut fest-

gestellt. Dies muss auf Bs-Bildung der Leber zuriickzufiihren sein. Der
kurzdauernde Saucrstoffmangel wahrend der Probenentnahmc aus der
V. hepatica geniigte indessen, um diese Bs-Bildung hervorzurufen. Wurde
niit zufriedenstellendcr Tcchnik (kiinstliche Atmung durch Trachealkaniile
bei Entnahme der Probe) die Moglichkeit eines Sauerstoffmangels aus-
geschlossen, so war im Blut aus der V. hepatica, der V, porta und im
arteriellen Blut die gleiche Bs-Konzentration festzustellen {siehe S. 86).

Die Ergebnisse bei dieser unfreiw'illigen Herabsetzung der Sauerstoff-
zufuhr sind aus der folgenden Tabelle ersichtlich.
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TABELLE 31.

Versuchstier
Nr.

•f
i Bs/ml Plasma in Blut aus 1

j

Art. carotis,

Normalwert
Art. carotis,

„Anoxamic\vert“
V. porta

I 0 46 57 153

II 19 52 46 121 !

III 0 14 n 34

IV — 16» 30 53 1

Kaninchcn in Urethan-Narkosc. Die Blulprobc aus der Art. caroUs

{„Anoxamiev.-erl“), V. porta und V. hepalica wurden so schnell wic mog-

lich nacheinander entnommen. Technik siehe S. 84. Die Blulprobc aus

der V. hepatica -u-urde mit der von MArtenSSON (1940) angegebcncn

Methode entnommen.

Die Leber kann also bei verminderter Sauerstoffzufuhr Bs

bilden.

Perfusionsversuche: Wir haben Perfusionsversuche mit iso-

lierter Leber und Hinterkorper bei verminderter Sauerstoffzu-

fuhr ausgefiihrt. Beziiglich der Perfusionstechnik siehe S. 85,

Nach der „Stabilisierungsperiode“ Avurde jede Sauerstoffdar-

reichung eingestellt. Gleichzeitig wurde das „Venenblut‘‘ durch

einen Trichter und ein Glasrohrchen direkt auf den Boden des

Oxygenators geleitet. Allmahlich nahm das Blut mehr und

mehr eine venose Farbung an. Nach einer gewissen Zeit (ge-

wohnlich nach 30—45 Min.) wurde das Sauerstoffgemisch wie-

der verabfolgt, so dass das Blut vollstandig mit Sauerstoff ge-

sattigt wurde. Dadurch wurde festgestellt dass das Organ auch

nach der Anoxamie Sauerstoff verbrauchte und nicht wahrend

des Versuches irreversibel geschadigt worden war (siehe Ta-

belle 32).

Die Leber reagiert bei verminderter Sauerstoffzufuhr schnell

mit Bs-Bildung, Wird die Perfusion nicht geniigend schnell in

Gang gesetzt, so findet man schon bei Beginn des Versuches im

Perfusionsblut einen hohen Bs-Wert. Dies ist in dem ersten in

der Tabelle 32 wiedergebenenen Versuche der Fall.

.4us den Versuchen geht hervor, dass die Bs-bildende

’ Diese Probe wurde der rechten Hcrzkammer entnommen.
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TABELLE 32.

Versuchstier I Versuchstier II

y Bs/ml
Plasma in

Venenblut

V Bs/ml Plasma in

Venenblut Artericnblut

Normalwcrt ..... 81 Normalwcrt 12 7

79 23

Nach 36 Minu- Nach 34 Minu-

ten vermindcr - ten vermindcr-

ter Snuerstoff- ter SauerstofT-

zufuhr 98 zufuhr 103

Nach 36 Minu- Nach 52 Minu-

tcnvoller Sauer- tcnvollcrSauer-

stofTzufuhr 110 stofTzufuhr 36 42

I. Kaninchcn 7,2 kg. Lcbcrgcwicht 175 g. Nahercs fiber Tecbnik siehe

S. 85. Die Bs-Wcrlc sind sumtlich Miltclwertc aus 2 Bestimmungen, direkt

mil Plasma ausgeffihrl (Tecbnik 2, S. 64).

n. Kaninchcn 2,85 kg. Lcbergcwicht 105 g. Blulmenge zu Beginn des

Versuches 205 ml. Die Bs-Werte sind samtlich Mitlelwerle aus Doppcl-

bestimmungen, nach Elimination der a-Kcloglutarsaurc.

TABELLE 33.

Versuchstier I Versuchstier II

7 Bs/ml 7 Bs/ml
Plasma in Plasma in

Venenblut Venenblut

Normalwcrt 2 Normalwcrt 3

7 Nach 20 Minuten ver-

Nach 24 Minuten ver- mindertcr SauerstofT-

mindertcr SauerstofT- zufuhr 7

zufuhr 25 Nach 29 Minuten voller

Nach 34 Minuten ver- SaucrstofTzufuhr 15

mlnderter SauerstofT- Nach 51 Minuten voller

zufuhr 21 Snnrrfitnff7tifiihr 20

Nach 15 Minuten vollcr

SaucrstofTzufuhr 27

Samlliche Bs-Werte sind Mitlehverte aus 2 Beslimmungen.
I. Kaninchcn 6,3 kg, Hintcrkorpergewicht 2,35 kg. Blulmenge zu Beginn

des Versuches 210 ml.

II. Kaninchcn 5,2 kg, Hintcrkorpergewicht 1,9 kg. Blulmenge zu Beginn
des Versuches 165 ml.
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Fahigkeit der Leber annahernd gleich der des ganzen Tieres

ist

Bei Leberperfusion ohne Bescbrankung der Sauerstoffzufuhr
wird keine Bs gebildet, sondern die Bs des Perfusionsblutes wird
wahrscbeinlicb langsam eliminiert (siehe Tabelle 25, S. 91).

Perfundierter Hinterkorper bildet ebenfalls bei beschrankter
Sauerstoffzufuhr Bs, doch in erheblicb geringerer Menge als die

Leber unter alinlichen Versuchsbedingungen, siehe Tabelle 33.

Bei Perfusion unter roller Sauerstoffzufuhr wird keine Bs ge-

bildet.

Von den Organen des Korpers bildet bei beschrankter Sauer-

stoffzufuhr die Leber wahrscheinlich die meiste Bs. Muskula-
tur hat unter diesen Versuchsbedingungen eine erheblich ge-

ringere Fahigkeit, Bs zu bilden. Die Nieren bilden wahrschein-
lich keine Bs und ihre Bs-Eliminafion geht vermutlich unab-

hdngig von der verminderten Sauerstoffzufuhr weiter.

Untersuclnmg der Bs-Umsetzung bei der Katze.

Bs-Elimination: Technik wie beim Kaninchen, siehe S. 84).

TABELLE 34.

Zeit in Minuten nach
Beendigung der
Bs-Injektion

7 Bs/ml Plasma in
j

Arterienblut
1

-

'1

Normahvert
1

0 '

‘b 306

12 35

23 0

41 0

Samtliche Bs-Werte sind Mittehverte aus 2 Bestimmungen. Katze 2,l kg.

75 mg Bs/kg Korpergewicht intravenos injiziert wahrend 1 ^/a Minute.

Die Elimination der intravenos injizierten Bs erfolgt also

schnell, mit ebenso grosser Geschwindigkeit wie beim Kanin-

chen.

^ In diesem Zusammeniiang sei erwahnt, dass Toennissen u. BniNKMANN

(1930) in ihren bereits erwahnten Pcrfusionsversuchcn mit Kaninschcn-

muskulatur festgcstellt haben, dass Bs-Bildung aus Brenztraubensaure

nur bei beschrankter Sauerstoffzufuhr erfolgt.
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Bs-Bildung: Technik wie beim Kaninchen, siehe S. 96.

TABELLE 35.

Versuchstier I
j|

Versuchstier II

7 Bs/ml
Plasma in

Arterien-

blut

j

j

i

1

J

7 Bs/ml
Plasma in

Arterien-

blut

7 Citron en-

saure/ral

Plasma

Norinahvert 0

'

Normahrert 3

Nach 25 Minu- Nach 30 Minu-

ten %'ermiuderter ten rerminderter

SanerstofFzufuhr 30 Sauerstoffzufuhr 4 60

Nach 25 Minu- Nach 13 Minu-

ten roller Sauer- ten roller Sauer- J

stofTzufulir 0 stoffzufuhr 19 58

Nach 50 Minu- Nach 49 Minu-

: ten roller Sauer- ten roller Sauer-

stoffzufuhr 0 stoffzufuhr 73 72 !

I. Kafze 3,00 kg in Urethan-Narkose.

II. Katze 2,23 kg in Urethan-Narkose.

Die Bs-Bildung tritt nacb etwa derselben Zeit in Erschei-

nung wie beim Kaninchen. Der Bs-Effekt kann ebenso wie

beim Kaninchen reversibel sein. Wie beim Kaninchen (vgl.

S. 98) konnen bei Anoxamie zweierlei Kurven auftreten,

Diese Versuche machen es wahrscheinlich, dass die Bs-Um-
setzung beim Kaninchen und bei der Katze in ein und derselben

Weise erfolgt.

Die Bs-TJmsetzimg und. der Tagesrhythmus.

In den letzten Jahren ist darauf hingewiesen worden, dass

der intermediate Stoffwechsel tagesrhythmische Schwankungen
aufweisen kann (Literatur siehe bei MOleerstrOm 1933, Jores
1935, 1937, Kalmxis 1938, Verhandlungen der 2. Konferenz
der intemationalen Gesellschaft fiir biologische Rhythmusfor-
schung, Stockholm 1940).
Es ware daher— nicht zuletzt vom praktisch experimentellen

Gesichtspunkt aus ~ interessant festzustellen, ob tagesrhyth-

mische Variationen auch in der Umsetzung der Bs vorkommen.
Dm dies in Erfahrung zu bringen, habe ich zwei Methoden ge-

wahlt. Teils habe ich die Geschwindigkeit der Bs-EUmina'
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tion morgens und abends untersucht, teils nach Bs-Elimination
xmd nach Anoxamie durch histologische Untersuchung fest-

stellen lassen, in welcher Rhjdhmusphase die Leber sich am
Schluss des Versuches befand

Die Bs-Elimination vrurde an wachen Tieren ausgefuhrt. Gleiche

Succinatmengen warden mit gleicher Geschwindigkeit bei den Morgen-
und Abendversuchen in eine Ohrenvene gespritzt. Die Blulproben wurden
den V’^enen des andern Ohres entnommen. Die Eliminationsversuche

morgens nnd abends wurden am gleichcn Kaninchen ausgefuhrt, wobei

zwischen den beiden Versuchen mindeslens 25 Tage verslrichcn. Als Bei-

spiel sei der naehslchende Versuch angefuhrl.

Fig.

Fig. 12. Bs-Elimination und Tagesriujthmus.

Kaninchen 6,2 kg., nicht narkosierl. 25,4 mg. Bs pro kg. Korpcr-

gewichl infravenos wahrend 3 Minulen injizierf.

I. Succinatinjeklion vormiltags: 10,46—10,49 Uhr.

II. „ nachmitlags: 18,44—18,47 Uhr.

Es scbeinl, als ob die Bs-EIimination nachmitlags etwas

schneller vor sich ginge (der Dissimilationsphase der Leber

entsprechend) . Der Unlerschied ist jedoch nicht gross.

^ Die histologische Unterschung hat Dozcnl Hjalmar Holmgren am

Karolinischcn Instilul, .Stockholm, aiisgeffdirt, wofiir ich ihm sehr zu

Dank vcrpflichlct bin.
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Zur bistologiscben Uniersucbung der Leber ist zu beachten, dass Ather-

narkose den Glykogcngchalt der Leber schnell vermindern kann. Die

nachslehend aufgefiihrten Ergebnisse sind also unter Beriicksichtigung

dieser Fehlergucllc zu betrachlen.

Sofort nach Eintritl dcs Todcs wurde ein Stuck Leber herausgeschnitten

und in absolutem Alkohol fixierl. Glykogcnfarbung nach Best ausgefiihrt.

Die arterio-venose Differenz der Niere wahrend der Elimina-

tion der Bs zeigt bei den verschiedenen Rhythmusphasen der

Leber keinen merkbaren Unterschied, wie die folgende Tabelle

zeigt.

TABELLE 36.

;
Kaninchen

i Nr.
1

y Bs/ml Plasma im

Art. carotis V.

Blut der

renalis

i 26 51 7

28 161 0

88 160 35

89 127 19

Die Blutprobcn sind wrihrcnd ciner langsamen Succinatinjektion ent-

nommen. Nfihercs fiber .die Technik siche S. 88.

Histologischc Untersuchung: Kaninchen 26. Reichliche Mcngen Glyko-

gon sind diffus fiber die ganzen Lobuli vcrleilt. In den periphersten

Zelien der Lobuli elwas weniger Glykogen. Stadium: Maximum der

Assimilationsphasc.

Kaninchen 28. Massige Glykogenmengen diffus fiber die ganzen Lobuli

verleilt. Stadium: wahrschcinlich dissimilalorische Phase auf dem t)ber-

gang zur assimilatorischen.

Kaninchen 88. Sparlichc Glykogenmengen in den Zelien um die V.

centralis gesammelt. Stadium: sich dem Dissimilationsmaximum nahernd,

also cine Leber in der Dissimilationsphase.

Kaninchen 89. Sparliche his massige Glykogenmengen. Die peri-

pheren Zelien der Lobuli enthaltcn weniger Glykogen als die fibrigen.

Stadium: auf dcr Grenze zwisch?n Dissimilations- und Assimilationsphasc.

Bei Anoxamie des Gesamttieres findet man genau das gleicbe

Bs-Ergebnis bei verschiedenen Rhythmenphasen der Leber. Be-

ziiglicb der Versuchstechnik bei Anoxiimie siehe S. 96. Als

Beispiel wird der folgende Versuch angefiihrt.

Histologischc Untersuchung: Kaninchen 65. Samtliche Zelien der

Lobuli sind sehr glykogenreich. Stadium: Assimilationsmaximum.
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TABELLE 37.

Kaninchen Nr. 65
,

Kaninchen Nr. 66

Zeit in Minuten, nach
ji

Zcit in Minuten, nach
Beendigung der Drosse- 7 Bs/ml 1 Beendigung der Drosse- 7 Bs/ml
lung der SauerstofT- Plasma in lung der SauerstofT- Plasma in
zufuhr (wahrend 1 '/s

Minule)
Arterienblut zufuhr (wahrend 2

Minuten)
Arterienblut

Normalwert 11 Normalwert 0

v= 18
1 6

n,s 41 10 16

22 67 22,5 46

32,r. 122 30f5 108

36,5 150 38 124

Kaninchen 66. Glykogenarme Leber. Das Glykogen liegt in den Zellen,

welche die zentrale Zone der Leberlobuli bilden. Diese Zellen enlhallen

nur sparliche Glykogenraengen. Die periphercn Zellen sind in der Regel

leer oder enthalfen nur wenige Glykogenkornchen. Verschiedene Zellen

enlhallen Vakuolen, vermullich nach ausgeloslem Fell. Sladium: Dissi-

milalionsphase mil Glykogenschwund.

Die histologische Untersuchung der Leber hat gezeigt, dass

die Ehythmuslage der Leber fur die Elimination und die BiL

dung der Bs keine wesentliche Bedeutung hat. Bs-Eliminations-

versuche an wachen Tieren zeigen jedoch, dass die Elimination

vermutlich nachmittags etwas schneller vor sich geht als vor-

mittags.

Besprechung der Ergebnisse.

Der Organismus kann ihm zugefuhrte Bs schnell umsetzen,

wie aus den Bs-Eliminationsversuchen hervorgeht. Versuche

dieser Art („Belastungsversuche“) geben jedoch keine Auskunft

dariiber, ob eine Umselzung von Bs normal wirklich stattfindet.

Indem man die Fahigkeit des Organismus, Bs umzusetzen,

hemmt, kann man eine Steigerung des Bs-Gehaltes im Blute

(und in den Geweben) hervorrufen. Dies macht es wahrschein-

lich, dass normal in vivo Bs umgesetzt ivird. Bei den bier

herrschenden Versuchsbedingungen ist die Bs-Bildung am
starksten in der Leber, weniger stark in der Muskulatur. Die

Nieren bilden vermutlich keine oder nur geringfiigige Mengen Bs.

Ist die Bs hier ein Metabolit oder ein Katalysator nach Szent-

Gyorgyis Ci-Saurentheorie? — Wird die Bs-Elimination durch
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Besclirlinkung der Sauerstoffzufuhr gehemmt, so miisste in bei-

den Fallen die Bs-Konzentration im Blute steigen. Die Anoxa-

mieversuche geben also keine Losung dieses Problems. Aber

die bei den Malonatversuchen in den Geweben und im Blute

angesammelte Bs kann nicht aus Fumarsaure gebildet worden
sein, wie die Versnche hinsichtlich der Hemmung der Succino-

dehydrogenase seitens der Malonsaure gezeigt haben (siehe

Kap. III). Die Malonatvcrsucbe machen es also ausserst wahr-

scheinlich, dass die liierbei gebildete Bs ein normales Stoffwecb-

selprodukt ist. — Wie auf S. 22 dargelegt wurde, schliesst dies

nicht die Moglichkeit aus, dass die Bs bei einer gewissen Gleich-

gewichtslage als Katalj'sator fungieren kann. In dieser Unter-

suchung der Bs-Umsetzung in vivo hat sich aber nichts ergeben,

was fiir eine C^-Saurenkatalyse sprache.

Nach den Versuchsergebnissen ist es somit ausserst wahr-

scheinlich, dass normal in vivo Bs umgesetzt wird und dass die

Bs dabei ein Metabolit ist. Am lebhaftesten scbeint die Bs-

Umsetzung in der Leber zu sein.

Die Versuchsergebnisse sagen nichts dariiber aus, ob normal
in vivo ein Citronensaurezyklus nach Krebs vor sich geht oder

nicht. Dass der Citronensauregehalt des Blutes nach Zufuhr

von Malonat ansteigt, kann daran liegen, dass die Malonsaure

die fiir die Umwandlung der Citronensaure notwendigen En-

zyme hemmt. Eine solche Hemmung lasst sich fur die Ci-

tronensauredehydrierung mit Gurkensamenextrakt nachweisen
(Thunberg, personl. Mitteilung). Dass der Citronensaurege-

halt des Blutes bei Einverleibung von Malonat ansteigt, lasst

sich also nicht als Beleg dafiir anziehen, dass ein Citronensaure-

stoffwechsel nach Krebs in vivo stattfindet.

Die Zunahme von Bs im Blut bei Anoxdmie ist u. a. deshalb

bedeutungsvoll, weil man auf diese einfache Weise wahrschein-

lich die normale Bs-Bildung ablesen kann. Der Vollstandig-

keit halber sei bemerkt, dass auch die Konzentration anderei;

Stoffe im Organismus durch Drosselung der Sauerstoffzufuhr

beeinflusst werden kann. Die Zunahme von Bs bei Anoxamie
ist also keine auf diesen Stoff beschrankte Erscheinung. Ci-

tronensaure wird unregelmassig beeinflusst (siehe Tabelle 30
u. 35). Der Milchsauregehalt des Blutes steigt bei Anoxamie an
(Orseov 1931). Auch die Oxalsaurekonzentration des Blutes

nimmt zu (Literatur siehe bei Kamiya 1937), ebenso der Am-
moniakgehalt (Parnas.u. Klisiecki 1926).

Die Fragen, die bei weiteren einschlagigen Untersuchungen
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zimachst der Losung barren, sind: Aus welchen Stoffen wir4
Bs normal gebildet, nnd welcbe Stoffe entsteben bei der Elimi-

nation der Bs? Diese Probleme werden den Gegenstand fort-

gesetzter Untersucbungen bilden.

Es ist bemerkenswert, mit welcber Gescbwindigkeit Bs bci

Anoxamie- und Malonatversucben ins Blut diffundierl, und
zwar sowobl bei Versucben am ganzen Tier als an isolierter Le-

ber. Aber Bs diffundierl sebr langsam in die Leber und wird

bier aucb sebr langsam umgesetzt. Dies spricbt nicbt dafiir,

dass normal in diesem Organ eine starke Bs-Umsetzung statl-

findet (nacb den Anoxamieversucben). Der normale Bs-Gehalt

des Blutes der V. hepatica ist gleicb dem des Blutes, das der

Leber zugefiibrt wird. Perfundierte Leber bildet bei geniigen-

der Sauerstoffzufuhr keine Bs. Dies deutet an, dass das Leber-,

gewebe normal alle in der Leber gebildete Bs umzusetzen ver-

mag. — Die Ursacbe des festgestellten „Missverbaltnisses“ zwi-

scben der starken Bs-Bildung und der geringen Bs-Elimination

der Leber ist nicbt bekannt, Diese Frage muss einstweilen offen

bleiben.

Es war von vornberein wahrscheinlich, dass eine Bs-Umsei-

zung auch bet anderen Tieren als Kaninchen stattfindet, da der

intermediare Stoffwecbsel der Sauger im grossen ganzen der-

selbe ist. Eine Bs-Umsetzung des oben gescbilderten Typs ist

bei der Katze festgestellt worden. Entsprecbende Versucbe am
Menscben auszufiibren, ist nicbt leicbt. In Anbetracbt der

stark gescbwachten Herzleistung, die bei den Kaninchen nacb

Zufuhr grosser Dosen Bs und Malonsaure festzustellen Avar,

diirften solche Stoffw^echselversuche fiir die Versuchspersonen

nicbt ganz gefahrlos sein. Statt dessen sind Bs-Bestimmungen

im Blut von einigen Patienten mit solcben Krankheiten gemacht

worden, bei denen nacb den Ergebnissen der Tierversuche eine

Hemmung der Bs-Eliminalion zu erwarten war. Ein erbobter

Bs-Gehalt dieses Blutes hat nicbt festgestellt werden konnen.

Doch scbliessen diese negativ'en Befunde die Moglichkeit einer

normal stattfindenden Bs-Umsetzung aucb beim Menscben

nicbt aus. Die ausgebliebene Bs-Zunahme beispielweise bei

Herzdekompensation kann sich so erklaren, dass die Anoxamie

nicbt geniigend hochgradig AAmr, um einen gesteigerten Bs-Ge-

balt des Blutes zu bewirken. Die Bs-Umsetzung beim Men-

scben Avird daber AA’eiter imtersuchl Averden. (Die ausgefubrten

Bs-Bestimmungen AA-erden desbalb bier nicbt niiher erortert.)



Zusammenfassung.

apitel I gibt einen Uberblick iiber die Literatur, hinsichtlich

xV der Rolle, die die Bernsteinsaure (bier abgekiirzt= Bs)

im intermediaren Stoffwechsel spielt. Szent-GyOrgyis Theo-

rie von der Bs als Katalysator bei der Gewebsoxydation und die

Kritik dieser Theorie wird naher erortert. — Aus der Literatur-

iibersicht geht hervor, dass die Umsetzung von Bs in vivo

bisher nur sehr wenig untersucht ist. Die Rolle, die die Bs im
Stoffwechsel spielt, ist noch nicht bekannt.

Zielsetzung: Die Umsetzung der Bs in vivo zu erforschen, mit

besonderer Beriicksichtigung ihrer etwaigen Rolle als Metabolit

und Katalysator.

Kapitel II beschreibt eine neu ausgearbeitete enzymatische

Methode zur Bestimmung von Bs. Mit dieser Methode kan
man Bs in Konzentrationen von einigen y bis etwa 500 y /ml be-

stimmen. Fiir Konzentrationen bis 200 erhalt man zuverlassige

Werte, bei hoheren Konzentrationen sind die Analysenergebnisse

etwas zu niedrig (etwa 10—15 % ). Fiir eine Bs-Bestimmung
sind als Analysenmaterial erforderlich: reine Succinatlosungen

1 ml, Plasma und Serum 2 ml.

Der mittlere Fehler betragt bei der Doppelbestimmung in

feinen Succinatlosungen zt 1,3 y Bs, bei der Doppelbestimmung
in Plasma und Serum ± 4,7 y Bs. (Siehe Tabelle 12, S. 48.)

Die Methode ist hochgradig spezifisch. Die Stoffe von prak-

tischer Bedeutung, die die Bestimmung storen konnen, sind

Hexosediphosphorsaure, a-Ketoglutarsaure und Malonsaure.
Fiir die Bestimmung von Bs in biologischem Material in Gegen-

wart dieser drei Stoffe wird eine besondere Technik angegeben.

Kapitel III. Die Hemmung der Malonsaure auf die Succino-

dehydrogenase ist dutch Messung der Redoxpotentiale bei der

Bs-Dehydrierung mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor und
bei der Fumarsaurehydrierung mit Leukomethylenblau als

Wasserstoffdonator untersucht worden. — Malonsaure hemmt
die Bs-Dehydrierung und die Fumarsaurehydriering in unge-
fahr gleichem Grade. (Siehe Fig. 5 u. 6, S. 76 o. 77.)

8
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Kapitel W. Die geeignetste Dosierung der Bs fur die Unter-

suchung ihrer Umwandlung in vivo ist ermittelt worden. Klei-

nere Bs-Mengen, durch intravenose Injektion einverleibt, ver-

starken die Atmung ein wenig, ohne den arteriellen und venosen

Druck zu beeinflussen. Grossere Mengen Bs dagegen schwachen
die Herztatigkeit, setzen den arteriellen Druck berab und
steigern den Venendruck (siehe Fig. 7, S. 81).

Kapitel V. Methodik: Die Versuche wurden an ganzen Tieren

und an isolierten Organen im Perfusionsverfahren ausgefiihrt.

Als Versuchstiere dienten hauptsachlich Kaninchen.

Bs-Elimination: Der Organismus vermag ihm durch intra-

venose Injektion einverleibte Bs schnell zu eliminieren. Dieso

Bs-Elimination vollzieht sich zum grossten Teil durch Um-
setzung der Bs in den Nieren (siehe Fig, 9, S. 92, Tabelle 26,

S. 93). Nur hochstens 5 % der zugefiihrten Menge werden
mit dem Harn ausgeschieden,

Bs-Bildung: Wird die Elimination der Bs durch Drosselunj^

der Sauerstoffzufuhr Oder durch Einverleibung von Malonsauro

gehemmt, so lasst sich Bs-Bildung in vivo nachweisen (siehe

Fig. 10 u. 11, S. 96 u. 97). Am st^ksten ist sie in der Leber,

weniger stark in der Muskulatur. In den Nieren wird bei Anox-

amie wahrscheinlich keine oder nur sehr wenig Bs gebildet. Die

Nieren diirften, vermutlich unter diesen Versuchsbedingungen

sogar Bs eliminieren konnen.

Schlussfolgerung: Es findet wahrscheinlich normal in vivo

eine Umsetzung von Bs statt. Die Bs ist dabei ein Metabolit.

Die Untersuchung hat nichts ergeben, was dafiir sprache, dass

Bs als Katalysator nach Szent-GyOrgyis Ci-Sauren-Theorie

fungiert. Durch die Ergebnisse wird die Moglichkeit eines

Citronensaurezyklus nach Krebs in vivo weder bestatigt noch

bestritten.

Der Tagesrythmus ist fiir die Bs-Umsetzung vermutlich von

untergeordneter Bedeutung.

Die Bs-Umsetzung anderer Sauger: Eine Bs-Umsetzung vom
gleichen Typus wie beim Kaninchen ist auch bei der Katze

festgestellt worden. Tatsachen, die anzeigten, dass die Um-
wandlung von Bs beim Menschen in gleicher Weise vor sich

geht, liegen bisher noch nicht vor. Die diesbeziiglichen Unter-

suchungen werden fortgesetzt.



Summary.

C hap. I. A survey is given of earlier works on the part

played by succinic acid^ in intermediary metabolism. Szent-

Gyorgyi’s theory, of succinic acid as catalyst in tissue oxidation,

and criticisms of this theory by various authors are analysed

more closely. The survey of the relevant literature shows that

the metabolism of succinic acid in vivo has only been little

examined. The part played by succinic acid in metabolism

has not been made clear.

Research plan: To studj' the metabolism of succinic acid in

vivo, especially regarding the part it may play as metabolite

or catalyst.

Chap. II. A new enzymatic method of measuring succinic

acid has been worked out. — By this method one can measure
succinic acid in concentrations of from 1 to about 500 y/ml.

Using effective enzyme solutions, reliable results will be found
in concentrations from 1 to 200, in stronger succinic acid con-

centrations the analytic results will be somewhat too low (about

10—15 % ). The difficulties in producing effective succinode-

hydrogenase solutions can at times be great. The amount of

substance required for analysis: For pure succinate solutions

1 ml, for plasma or serum 2 ml. The mean error in two succinic

acid determinations is + 1,3 y Bs; of plasma or serum + 4,?}' /ml.

(see table 12 p. 48). The method is highly specific. The sub-
stances of practical importance that can disturb the results are

hexosediphosphoric acid, a-ketoglutaric,acid and malonic acid.

A special technique has been worked out to determinate succinic

acid in biological material in which either of these three sub-
stances is present.

Chap. III. The inhibition of the succinodehydrogenase by
malonic acid has been examined by means of redoxpotential
measuring of succinic acid dehydrogenation with methylene blue

^ hydrogene acceptor and fumaric acid hydrogenation with

* Succinic acid here abbreviated Bs.
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leucomethylene blue as bydrogene donor. — Malonic acid in-

hibits the succinic acid dehydrogenation and fumaric acid
hydrogenation, both to the same extent (see Fig. 5 and 6, p. 76
and 77).

Chap. IV. The most suitable dose of succinic acid for the

examination of its metabolism in vivo has been found. Smaller

quantities of succinic acid given by intravenous injections some-
what increase breathing without affecting the pressure in arteries

or veins. Whereas larger quantities of succinic acid lower the

function of the heart, reducing the arterial and increasing the

venous pressure (see Fig. 7 p. 81).

Chap. V. Method: The experiments have been carried out

on entire animals and on isolated organs as perfusion experi-

ments. The animals experimented on were chiefly rabbits.

Elimination af succinic acid: The organism can quickly

eliminate intravenously administered succinic acid. This

elimination is chiefly due to metabolism in the kidneys (see

Fig. 9 p. 92, Table 26, p. 93). Only 1—5 % of the succinic

acid administered is secreted in the urine.

The formation of succinic acid: If the normal elimination of

succinic acid is inhibited by reducing the oxygen conveyed or

by administering malonic acid, the production of succinic acid

in vivo can be proved (see Fig. 10 and 11 p. 97—98). This is

greater in the liver, less in the muscles. When the oxygen

administered is decreased no succinic acid, or hardly any, is

formed in the kidneys. The kidneys can probably even eliminate

succinic acid under these experimental conditions.

Conclusion: In vivo a metabolism of succinic acid probably

normally takes place. Succinic acid is on these occasions a

metabolite. In this research no support has been found of Szent-

Gyorgyi’s theory that succinic acid should act as catalyst. The

results can neither confirm nor contest the possibility of a

citric acid cycle in vivo.

The daily rythm is probably of small consequence for the

succinic acid metabolism.

The succinic acid metabolism in other mammals: Succinic,

acid metabolism of the same tj’pe as in rabbits has also been

found in cats. No facts have yet been found tending to show

that metabolism of succinic acid takes place in the same way

in human beings. The examination of this is being continued.
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I. Historical review

BaVuss and BnADFonn wore the first to note action currents in the

salivary glands in connection \Yith nerve stimulation. Their results were

published in 1885, 188G and 1887. For the recording of these currents

they used a Thomson galvanometer, and stimulation was faradical in

periods of about 10 sec. One of tlie electrodes was placed on the outer

surface of the gland, the other at the hilus. Both cats and dogs were used

as experimental animals. Tlie electrograms were investigated both in the

submaxillary gland and in the parotid-gland. In spite of their slow record-

ing instrument Bayliss and BnAnronn obtained noteworthy results.

In stimulating the chorda tympani they found (1887) increased electro-

negativity of the outer surface of the submaxillary gland of dogs after a

latent period of about 0.37 sec. This deflection they called the first phase.

It was, as a rule, succeeded by a second phase in the opposite direction

(as in my fig. 4. p. 27). The latency was measured in a iew observations

obtained with a capillary electrometer. In stimulating the sympathetic,

an action current was observed in the submaxillary gland of dogs after

2—3 sec., in which the outer surface of the gland became positive in relation

to the hilus, or in other words a change of potential corresponding to the

second phase in stimulating the chorda (as in my fig. 4 p. 27). — When
stimulating the chorda of cats Bavliss and BnAUFonu (1887) observed

a diphasic action current in the submaxillary gland similar to the current

initiated by the chorda of dogs. The sympathetic electrogram of cats bore

a greater resemblance to the similar chorda electrograms of both animals

than to the S3’mpathetic electrogram of dogs.

Bayliss and Bhadfoud (1887) also investigated the influence of

atropine on the salivary action currents in both dogs and cats. They
noticed that small doses of atropine suppressed chorda secretion and
abolished the so-called first phase in the chorda electrograms in both

dogs and cats, Avhereas the opposite so-called second phase, i.c. the phase

that consisted of decreased electronegativitj’^ in the outer surface of the

gland, could still be elicited by stimulation. However, this second phase

also was abolished by larger doses of atropine (20—40 mg). In sympa-
thetic electrograms of cats the so-called first phase was extinguished by
small doses of atropine (2 mg), while the second phase was more resistant

and, depending upon its size in different experiments, required 10—40

mg of atropine to be extinguished. The sympathetic electrogram of dogs,
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the main direction of which was opposite to all the other electrograms,
was only affected by doses of atropine of over 40 mg.

Bayliss and Bradford (1887) investigated the current of rest in the
submaxilJary gland, but this varied very greatly both as to direction and
size in different experiments. Bradford (1887, 1888) investigated the
action currents in the gland, when strength and frequency of stimulation
varied. He found, among other things, that the so-called second phase
decreased more than the first phase, when excitation was weakened.

In these first papers dealing with action currents in the salivary glands
Bayliss and Bradford (1887) established that chorda electrograms of

dogs and cats and sympathetic electrograms of cats are made up of at

least two components of opposite direction. One of them is initiated during

the so-called first phase, when the outer surface of the gland becomes
negative to the hilus, and the other can be traced in the so-called second

phase of opposite direction (see e.g. my fig. 4. p. 27). On the other hand,

sympathetic electrograms of dogs consisted solely of a so-called second

phase, when the outer surface became positive in relation to the hilus (see

e.g. my fig. 29 d, p. 90). When comparing the electrical data with the course

and general properties of secretion in their own experiments, they observed

that the so-called first phase coincided with copious secretion of a thinly

flowng saliva, while the second phase coincided with a scanty secretion

of a very viscid saliva, — Eckhard’s (1860) and Langley’s (1878) in-

vestigations had shown that the sj’mpathetic secretion of dogs contained

considerably more organic components than the chorda secretion, while

the sympathetic secretion of cats contained fewer organic solids than the

chorda secretion. This inter alia, compared with the difference between

the sympathetic electrograms of cats and dogs, led Bayliss and Brad-

ford to assume that a change of potential, in which the outer surface of

the gland became more negative, was connected with activity of the so-

called secretory fibres assumed by Heidenhain (1868). These were held

to produce the secretion of water and salts. The opposite change of potential

was to be connected with the so-called trophic fibres, i.e. with the secretion

of the organic components of the saliva.

The possibility of the recorded action currents being due to vasomotor

changes in the gland was ruled out by Bayliss and Bradford (1887) for

the reason that the vasomotor fibres of the chorda tympani are not affected

by the atropine doses (Heidenhain 1872) that abolish the action currents

in the gland. Bradford (1887) also discussed the possibility that the flow

of secretion in the secretory ducts might be the cause of the electrograms

or parts of them, but he rejected this possibility, because the latency of

the electrical changes was so much shorter than the observed latency of

secretion, and because the changes of potential were not affected, when

Wharton’s duct was compressed. Besides, the outflow of secretion as the

compression was taken off did not produce any action currents. On these

grounds Bradford localised the recorded electrical phenomena in the

actual glandular cells.
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Beck and Zbyszewski (1912) \s-ere the first to record the action currents

of the submaxillary gland by means of a string galvanometer. The test

animals were dogs. They found different electrograms in chorda and sym-

pathetic stimulation, but the electrograms varied very much from case

to case. The authors ^^Tite: »La forme de la deviation n’est pas toujours

la meme, cette forme depend vraisemblablement de la nature mSme de la

glande, elle s’el6ve, tantdt brusquement, tantdt lentemento.— The recorded

sympathetic electrograms were in the same direction as the chorda electro-

grams. Electrograms were also obtained reflexly. Beck and Zbyszewski

supposed that a deflection in one direction might be connected with what

thev call »anabolic», a deflection in the other direction with »catabolic*

processes.

In 1916 Cannon and Cattell recorded action currents in the sub-

maxillary gland by means of a d’Arsonval galvanometer. They employed

leads in which the »indifferent» electrode was on the subfascial tissue near

the gland and claim that more constant results were obtained in this way
and that these correspond more closely to the actual changes of potential in

the gland. They used cats as test animals. The recorded electrograms

were one-phase curves, the gland electrode becoming electronegative in

relation to the other lead. The deflection was in the same direction for the

chorda and the sympathetic in accordance with Bayliss and Bbadfohd’s

(1887) experiments on cats. In order to prove the impossibility of ascribing

the electrical changes to the actii’ity of the vascular muscles or changes

in the circulation through the gland, Cannon and Cattell adduce the

same arguments as Bayliss and Bbadfobd. In addition they contributed

to this question a convincing experiment: intravenous injections of pituitrine,

which considerably raised the blood pressure, produced neither secretion

nor changes of potential. It was also observed that action currents could

still be produced alter compression of the carotids.

Cannon and Cattell (1916) thus drew the same conclusion as the

previous workers, that the electrograms were due to secretory processes

in the glandular cells. These authors also recorded electrograms after

intravenous injections of pilocarpine and adrenaline. They observed that,

while the influence of pilocarpine proceeded, stimulation of the chorda

did not as a rule affect the electrogram, whereas stimulation of the sympa-

thetic was able to produce a greater rise in the cutve. Under the influence of

adrenaline the reverse was the case. In connection with some of the pilo-

carpine experiments Cannon and Cattell observed an interesting pheno-

menon which they called the reversal of the sign of the response* and for

which they were unable to find any explanation. This phenomenon con-

sisted in the fact that, when a chorda stimulation was introduced in certain

experiments, while the pilocarpine effect was proceeding, the rise in

the curve of the potential produced by the pilocarpine was rapidly nullified

owing to the chorda stimulation. At the same time the secretion increased

which proved that a reversal of the sign of the response did not imply a
reduction or cessation of the processes of secretion. This same phenomenon.



10 A. LANGENSKIOLD.

though slightly weaker, was also observed occasionally, when the sym-
pathetic was stimulated during the progress of the pilocarpine effect.

Cannon and Cattell expressed no opinions on the possible occurrence of
components of different direction in the electrograms.

Gesele (1918—19 a—c, 1920—21 a—c) published several reports of
•studies on the submaxillary gland under chorda stimulation, the electrical

changes of the gland also being recorded by means of a d’Arsonval galvano-
meter. At the same time Gesell recorded the secretion by counting the
drops, the blood pressure and in some experiments, too, the volume-flow
of blood through the gland. It is difficult to compare Gesell’s works with
the present paper and most of the other work in this field, seeing that he
recorded the action currents in the gland for several minutes. These changes
were plotted on a comparative short abscissa, while the electrograms of

most of the other workers were recorded for periods of approximately
5—10 seconds.

During and after chorda stimulation for about 60 sec. Gesele (1918

—

19 a) obtained an action current with 4 so-called negative waves or com-

ponents and 4 so-called positive components. This curve extended over

a period of 7—8 minutes. Either a stwo-gland-leads or a »one-gland-]ead>

was used in these experiments.

The former method consisted in placing one of the electrodes on the

surface of the gland and the other electrode symmetrically on the correspond-

ing gland of the other side. In the )>one-gland-lead» one electrode was

placed on the outer surface of the gland, the other at the hilus. The so-

called negative components in the electrograms consisted of increased

electronegativity at the surface of the active gland, the positive of decreased

negativity. Some of these components did not appear at all except during

stimulation of more than one minute’s duration, and frequently the electro-

grams in the same experiment differed essentially, although all the factors

of the experiment were kept constant as far as possible. The main direction

in the chorda electrograms, however, was always what Gesele called

negative, i.e. the outer surface of the gland became electronegative in

relation to the other electrode. Bronx and Geseel (1926) also recorded

electrograms during stimulation of the sympathetic in dogs. These had

an opposite main direction compared with the chorda electrograms.

Geseee (1918—19 a) investigated the dependence of the chorda electro-

gram on the manner of leading-off and on the strength and duration of the

stimulation. Very varying curves were obtained for different leads, but all

manners of leading-off corresponded to a fairly constant type of curve.

Increased strength of stimulation produced strengthening of both negative

and positive waves. Depending upon the length of stimulation the electro-

grams consisted of fewer or more Avaves.

Gesell (1918—19 c) correlated his chorda electrograms with the course

of secretion, the blood pressure and the volume-flow of blood. He found

that with about 1 minute’s chorda stimulation secretion Avas uneven and

had Iavo maxima, one of which coincided Avith the so-called second negatiAc
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wave, the other with the third negative wave. It was also established that

the maxima which coincided with these waves coincided with maxima in

volume-flow of blood. Gesell holds the periodicity of the secretion pos-

sibly to be connected with inhibitory action of the chorda, which was

assumed by Dale and Laidlaw (1911—12) and by Langley (1890) on the

basis of nicotine and cytisine tests. Gesell (1920—21 c) also performed

experiments with atropine and these showed that in some cases an

electrogram could be obtained with a reversed main direction, but always

with less amplitude than the normal one. All action currents disappeared

alter larger doses of atropine (over 30 mg). In connection with these

atropine experiments Gesell supplies proofs for the opinion that changes

in the blood-vessels of the gland during chorda stimulation do not initiate

the electrograms. The volume-flow of blood in contrast to the electrical

changes was unaffected by an injection of atropine.

Bronx and Gesell (1926) also recorded the alternating current resis-

tance in the submaxillary gland during nerve stimulation and found

that it increases. The curves for the changes in resistance were much more

constant than the electrograms. This was considered to be in favour of

Bronx and Gesell’s hypothesis that the recorded changes in resistance

constituted »the arithmetic sum* of the changes in the individual cells,

while the recorded changes of current constitued i>the algebraic sumo of

the changes of current of the individual cells. The variations in the electro-

grams were, in other words, considered to be dependent on accidental

differences in the structure of the gland and the manner of leading-off,

Rabl (1922) investigated the action currents of the submaxillary

gland with special reference to the latent period of the secretion. The

changes of current were recorded by means of a string galvanometer and

the rise in pressure in the duct of Wharton by means of a sensitive trans-

mission manometer of the Garten type w'hich was coupled to another

string galvanometer. The leads were from the outer surface of the gland

and the hilus. Dogs in ether narcosis were used as test animals.

Rabl (1922) also obtained rather varying electrograms in different

experiments, but describes some of their fundamental properties (see fig. 1

a, p. 16). After a latent period of 0.22—0.3 sec. a positive phase sets in

under chorda stimulation. A positive phase means in Rabl’s work increased

electronegativity of the outer surface of the gland. The first positive

phase was succeeded by a negative phase and then again by a positive

one. The latent period was independent of the strength of stimulation.

With weaker stimuli the amplitude of the deflection Avas reduced. The
average latency of the secretion was 0.5—0.7 sec. The results Avith stimul-

ation of the sympathetic Avere not uniform, but on the Avhole they cor-

responded Avith those of Becx and Zbyszeavsxi (1912). In his gland electro-

grams Rabl sought for off-effects corresponding to those obtained in

electroretinograms, but Avas unable to find any. He also discussed the

origin of the recorded changes of current and came to the conclusion

that these Avere due to differences of potential betAveen the basal surfaces
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ot the glandular elements and the surfaces that were turned louards the
lumen of the gland.

Gayda (1924) investigated the action currents in the subma,\'ilJary
gland of dogs with a string galvanometer using nerve stimulation and
injection of pilocarpine. The results of stimulation of the sympathetic
were inconstant, but with the chorda a fairly constant fundamental type
of electrogram is described (see fig. 1 b, p. 16). After a latent period of

about 0.25 sec. the outer surface of the gland first becomes faintly positive,

but immediately afterwards strongly electronegative in relation to the

hilus. Subsequently the curve descends slightly, but soon rises again and
then runs roughly parallel to the baseline. After cessation of stimulation

a distinct rise is again observed, after which the curve descends to the

baseline. Gayda was thus the first to observe off-effects in the electro-

grams of salivary glands reminding one of those occurring in eleclroretino-

grams. In Beck and Zbysew’ski’s (1912) work there is, indeed, among
the illustrations a chorda electrogram with an off-effect, but this is not

discussed in detail in the text.

Fairly extensive works on action currents and resistance changes in

the submaxillary gland of dogs and cats have been published by van

Habreveld (1929 a—c, 1930 a—e). Electrograms were recorded by
means of a string galvanometer. Zinc-zincsulphate electrodes were used.

In most of the experiments v. Habreveld placed one of the electrodes

on the outer surface of the gland, the other at the hilus, but he found that

the electrograms with these leads were identical to those obtained, when

the second electrode was placed on subcutaneous tissue or on the resting

gland on the opposite side of the animal. — The secretion was recorded

by means of an apparatus which continuously indicated the course of

flow of the secretion. In addition the changes in the volume of the gland

were recorded by a plethysmographic method in order to study the changes

in the size of the blood-vessels. The nerves were stimulated faradically.

In recording the chorda electrograms of dogs v. Habreveld (1930 a)

obtained the following results: The latent period was 0.3 sec. on an average.

The electrograms varied a great deal and five different types are described

for the, first 2 sec. of stimulation (see fig. I'c, p. 16—17). As a rule the

outer surface of the gland first became negative in relation to the hilus.

This first phase was generally followed by a wave in the opposite direction,

the size and duration of which varied very much. For the course of the

curve after the first two seconds three different types are described, one

of which consisted in a continued slow increase in electronegativity of the

outer surface of the gland, the second being a comparatively horizontal

course, and the third type, was a decrease in electronegativity of the sur-

face of the gland. After the stimulation had ceased, too, the curve followed

different courses, an off-effect occuring in some experiments. This off-

effect had different directions in different experiments. — The deflection

of the galvanometer during chorda stimulation varied between 0.5 7 m^

.

In a small number of experiments the chorda electrogram of cals
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was recorded, this being on the whole similar to that of dogs, though

displaying smaller variations.

In stimulating the sympathetic v. Harreveld (1930 a) obtained an

electrogram, the main direction of which was the reverse of that of the

chorda electrogram, i.e. the outer surface became positive in relation to

the hilus. The latent period of the sympathetic electrogram was about

0.8 sec., its course was slower than that of the chorda electrogram and the

maximum amplitude was 0.3—1.5 mV. In order to obtain an action current

stronger stimulation was required than in the case of the chorda.

V. Harreveld (1930 a) assumed that the electrograms were composed

of at least two components of opposite sign. He called the increased

electronegativity of the outer surface of the gland the negative phase, and

the other the positive one (see fig. 1. c, p. 16—17).

After injecting about 1.5 mg of atropine sulphate v. Harreveld (1930 a)

confirmed the observations of Bayliss and Bradford (1887), that the

potential sign of the chorda electrogram altered and that the contour of

the action current was simplified. The explanation was that the negative

phase was extinguished by atropine, while the positive remained. How-
ever, the positive phase was also extinguished after 2—3 mg of atropine,

so that it was often difficult to ascertain what dose would give a purely

positive phase. Secretion occurred without the negative phase, but ceased

after doses of atropine which did not yet abolish the positive phase, v.

Harreveld did not notice any effect of atropine on the sympathetic

electrograms of dogs.

In V. Harreveld ’s (1930 a) work the variations of the chorda electro-

gram due to the intervals between the periods of stimulation and to the

strength and frequency of the faradic shocks were investigated. He found

that, if stimulation periods of about 10 sec. duration were repeated several

times in succession, allowing the response to reach the baseline between
them, the positive phase was gradually reduced more and more, so that

finally only the negative phase remained. The beginning of the electro-

grams was interpreted on good grounds as a result of interference between
the two components, or in other words as their algebraic sum, the latent

period of the negative phase being as a rule considered to be shorter and
its ascent more rapid than that of the positive. The off-effects were assumed
to depend on a faster return to the baseline of one of the components than
of the other. In the case of 2 min. intervals previous stimulation did not

affect the electrogram of the next one. — In the event of the strength of

the stimulus being reduced the latency of the chorda electrogram grew
longer and the amplitude decreased, but it was also observed that the so-

called positive phase decreased and disappeared. — In the event of the

frequency of stimulation being increased the amplitude of the deflection

increased, which -was assumed to indicate a relative increase of the nega-

tive phase in relation to the positive.

V. Harreveld (1930 a) also obtained electrograms by means of intra-

arterial injections of pilocarpine and adrenaline. In the former case the



14 A. LANGENSKIOLD.

curves were comparable to chorda electrograms and in the latter case to
sympathetic electrograms. — The latency of the secretion in chorda stimul-
ation was 1.8—6 sec. and that of the sympathetic secretion at least G sec.

Contrary to Bayliss and Bradford’s (1887) and Cannon and Cattell’s
(1916) observations, v. Harreveld obtained a sympathetic electrogram
of a similar type with cats as with dogs. However, the experiments were
few in number.

V, Harreveld (1930 b) realised that the electrograms recorded bv
him could not as such be regarded as changes of potential in the gland.

For this reason he, like Bronk arid Gesell (1926) and Peserico (1926,

1927) before him, measured the alternating current re<;istance and, besides,

like Peserico, the direct current resistance in the gland with nerve stimul-

ation. He found that a slight initial decrease of the alternating current

resistance in chorda stimulation was succeeded by an increase in it of up
to 500 ohm. As the resistance of the resting gland was estimated at COO

ohm and that of the whole circuit in recording the action currents at 5,100

ohm, V. Harreveld had to expect that the electrograms would be deter-

mined to a great extent bj' these changes in resistance.

He found, indeed, that the potential sign of the later part of the electro-

grams was determined by the direction of the current that passed through

the gland at the beginning of the stimulation, while the potential sign of the

earlier part of the curve was independent of this current. From this he

concluded that the first part of the curve was mainly due to action poten-

tials in the strict sense of the term, and the latter part chiefly to the changes

of resistance. This forced v. Harreveld (1930 b) to interpret his chorda

electrograms as being composed of five different components, two saction

currents in a restricted senseo of opposite sign, and three »action» currents

dependent on changes of resistance, two of which consisted of a decrease

and one of an increase of resistance. He considered, however, that he could

eliminate the last three fairly well by an exact compensation of the resting

potential. The changes of resistance in the gland were small during sym-

pathetic stimulation, so that the sj'mpathetic electrograms were inter-

preted as almost pure ^action currents in a restricted sense*.

V. Harreveld (1930 c) thoroughly discusses the connection between

uaction currents in a restricted sense* and the visible glandular processes.

With the aid of intra-arterial injections of pituitrine and amylnitrite he

excluded the possibility of the electrical changes being due to change.?

in the size of the blood-vessels. The possibility of the former being due

to the flow of secretion in the secretory ducts he excludes on the same

grounds as Bradford (1887). Thus he, too, localised the recorded action

currents in the glandular cells. However, he did not acknowledge any

parallelism between secretion and action currents either. — As the nega-

tive phase is extinguished by slightly smaller doses of atropine than the

positive, V. Harreveld ventures to presume that the negative pha.^e

must be localised closer to the blood vessels, i.e. near the basal part of the

cells, while the positive must be localised in that part of the cells which
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is turned towards the lumen. On the basis of the atropine experiments,

too, the secretory processes are localised between the two phases, i.e. in

the central part of the cells.

Experiments, in which the chorda and the sympathetic were stimulated

simultaneously, led v. Harreveld (1930 c) to presume that these nerves

innervate different elements in the gland, the chorda possibly the serous

and the sympathetic possibly the mucous elements. The reason, for this

was his observation that, if stimulation of one of the nerves was initiated,

while the stimulation of the other was in progress, the electrogram of the

later stimulated nerve appeared in an unaltered form superimposed upon
the electrogram of the nerve stimulated first. — v. Hapreveld (1930 ,c)

discusses the leads, i.e. what is actually led off from the gland. He comes

to the same conclusion as Cannon and Cattell (1916). The latter consi-

dered that the electrode situated on the surface of the gland mainly led off

the action potential from the basal surfaces of the glandular cells near the

surface, at the electrode, while the other electrode led off the potential

of surfaces of these same cells at the end turned towards the glandular

lumen.

The first and, so far as I know, hitherto the only work on the action po-

tentials of the submaxillary gland in nerve stimulation, recorded by means
of a string galvanometer and amplifier, was published by Rosenblueth,
Forbes and Lambert (1933). They used cats as test animals. Action

potentials were recorded during stimulation of the chorda and the sym-
pathetic by separate and repetitive induction shocks. The potential follow-

ing tetanisation of the chorda, looked like the curves of Rabl (1922). No
off-effects were observed. Rosenblueth, Forbes and Lambert distin-

guished a i>quick componento from a »slow component)) in the electrograms.

They make no mention of the possible existence of components of opposite

sign. At times waves were seen on the electrical response of the gland,

stimulated faradically or by pilocarpine. Experiments were also performed

with atropine. The dsIow components of the chorda response was not

extinguished by means of doses of atropine that paralysed secretion.

Large doses of atropine extinguished all changes of potential. — The
sympathetic electrogram possessed the same main direction as the chorda

electrogram.

Mo RITA (1935) recorded the electrical response of the submaxillary

gland of cats and rabbits in exciting the organs of the sense of taste with
different agents.

This historical review shows that the works published on the electrical

response of the submaxillary gland are comparatively few and brief. It

would seem as though the inconstant results in several cases had proved a
deterrent from further study of these potentials. — The next section

contains a brief comparison of the results obtained by the different authors
and of their conclusions.
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If. The problems.

One of the primary problems of the electrophysiology of the
submaxillary gland is the question as to what elements and pro-
cesses give rise to the response. In stimulating the nerves several

processes of different kinds are set in motion which might be ex-

pected" to be accompanied by electrical jphenomena. Thus, the

vascular muscles are brought into action, the circulation is greatly

changed, the nervous elements are in function, the cells of the

gland absorb substances from the blood and expel products of

secretion into the lumina in which a strong flow of liquid is set in

motion.

The assumption that the vasomotor changes and the altered

blood-flow could be the cause of the recorded electrograms, has

been excluded on good grounds by several earlier workers. Heiden-

HAiN (1872) showed that small doses of atropine which entirely

do away with the secretory function of the chorda lijmpani, do not

exclude the vasomotor changes produced by chorda stimulation.

This Avas subsequently verified by Henderson (1923). He states

that the secretory fibres in the chorda of dogs are paralysed by

0.5—^2.5 mg of atropine, Avhile the vasodilator fibres are only

paralysed by 20—40 mg of atropine. Bayuss and BnADFOUD

(1887) established that the chorda electrogram in both dogs and

cats and the sympathetic electrogram in cats are extinguished by

a few mg of atropine. On the basis of their own experiments and

probably also relying on Heidenhai.n’s statement regarding the

sensithdty of the chorda fibres to atropine, these authors concluded

that the vasomotor changes did not cause the recorded electrical

changes. Cannon and Catteel (1916) found that injections of

pituitrine which produced a strong vasoconstriction, were not

accompanied by changes of potential in the gland, v. Harreveed

(1930 a), too, noted the effect of atropine. He injected pituitrine

and amylnitrite intra-arterially. Although causing strong vaso-

constriction or vasodilatation, the injections failed to produce
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any electrical changes. In addition, v. Harreveld (1930 c) found

that the difference between the latency of the electrogram and

of the vasoconstriction during stimulation of the sympathetic was
0.2 sec., after injection of adrenaline 1.3 sec. If the action currents

were due to vasoconstriction, this difference in latency should

have been equal in both cases.

As a number of authors on good grounds have come to the

conclusion that the electrical response of the gland, when the

ner\^es are stimulated, cannot be due to vasomotor changes, this

conclusion in the present paper has been accepted as a fact, on

which further research can be based.

Since the discovery of the streaming potentials in the middle

of the 19th century it has been known that a liquid flowing along

a solid medium causes considerable differences of potential. It

must therefore be taken into consideration that the flow of secretion

in the secretory ducts of the gland may be the cause of the recorded

electrical changes. Bradford (1887) considered that he could

exclude this, as the so-called first phase of the action current

reached its highest point much earlier than the flow of saliva.

Nor could" the second phase be connected with the flow of secretion,'

as the latter ceased after smaller doses of atropine than did the

second phase. After compression of the duct of Wharton Bradford
did not observe any change in the response. Cannon and Cattell

(1916) also noted the same facts as Bradford. Neither did the

outflow of the secretion held back by the compression of the duct

cause any electrical response, v. Harreveld (1930 c) excluded

the possibility of the gland response being due to the flow of

secretion in the secretory ducts on the same grounds as Bradford.
Several workers have thus come to the unanimous conclusion

that the electrical response of the salivary gland is not due
to streaming potentials originated in the secretory ducts of the
gland.

As the action current therefore cannot be due to either vaso-

motor changes or to changes in circulation of blood caused by them
or to the flow of secretion in the secretory ducts, v. Harreveld
(1930 c) asserted that these currents must have their seat in the
glandular cells themselves. Rosenblueth, Forbes and Lambert
(1933) express the same opinion. As this opinion must be considered

plausible from a general electrophysiological point of view, this

question has not been specially investigated in the present work,
where it has been assumed that the secretory cells are the seat
of the observed changes of potential.
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— Tlie inconstancy of the salivary gland electrograms has

been a general feature of all the work on them hitherto published.

Bayliss and Bradford (1887) mention that the normal tj^jc of

tJie electrograms varies very much in different experiments. Gesell
(1918—19 a) obseiA^ed variations of the t}’pe of the response,

although ever}’’thing was done to keep the conditions of the experi-

ments as constant as possible. Beck and Zbyszewski (1912) also

found several different types of curve, v. Harreveld (1930 a)

describes 5 verj' different individual types of chorda electrograms

of the submaxillaiY’ gland of dogs in his work, and 3 t^'pes of

sympathetic electrograms.

On account of this inconstancy, it was difficult for the earlier

workers to examine the influence of one definite variable at a

time.

The object of the present work, too, is to find a connection

between changes of potential and other processes that occur in

the submaxillary gland during stimulation of the chorda iijmpani

and the n.sympaiicm. First, however, it was necessary to examine

the dependence of the electrograms on various experimental

conditions, such as manner of leading off and strength, quality,

frequency, and duration of stimulation, and on the intervals

between recurring periods of stimulation. Besides, an attempt

had to be made to establish, whether the shape of the electrograms

was due to other possible factors, such as the position of the nerA^e

on the stimulating electrodes, the consumption of food before the

experiments and so on. It was hoped that, by a careful examination

of the influence of the experimental conditions on the electrograms,

it might be possible to obtain the same normal curve in each

experiment. This could then form the starting point for experiments

designed with a view to analytic progress. It did not seem likely

that the inconstant results were due to individual variations, as

has commonly been assumed.

It proved, indeed, that in a series of successful e.xperimeuts on

the submaxillar}' gland of -15 cats and 4 dogs the same normal tjT^

of chorda electrogram could be obtained. The main factor making

for constant curves proved to be the use of maximal stimuli.

In the same way a comparatively constant normal tv’pe of sympa-

thetic electrogram was obtained in a series of 18 experiments on

the submaxillar}'' gland of cats.

Tlie course of salivar}' secretion, its chemical composition in

relation to the nen.'es and the duration and strength of stimulation

and other factors are subjects, in which many well-known authors
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have taken an interest. Among them, Heidenhain, Langley

and Babkin should be mentioned. — By means of the abundant

literature on salivary secretion during nerve stimulation and the

investigations in the present paper concerning the electrical

response it has been possible to draw some general conclusions

regarding the relation of the secretion to the electrical changes.

Several of the workers who studied the action currents of the

submaxillary gland examined the reactions to drugs which affect

the autonomous nerves, principally atropine. This, as - well as

eserine and ergotamine, are substances with well-known- effects

on the gland. There were many opportunities of investigating the

reaction of the glandular response to these drugs in the present

work, just because it was always possible to start from the same

curve and to keep all important factors constant. By means of

comparisons between the electrophysiological results and the

literature on the action of these drugs on other phases of gland

activity it was possible to draw conclusions concerning the relation

of the latter to the changes of potential.

Langley and Fletcher (1890) showed that an interruption

of the supply of blood to the gland led to diminished secretion, but

that the secretory product contained more mucine than normally

after stimulation of the chorda. This was subsequently verified

by other workers (Carlson, Greer and Becht 1907—08, Anochin
and Lisagor 1930). In the present work typical changes were
observed in the chorda electrogram after compression of the

carotids. Thus these experiments also afford an opportunity of

comparing the effect of the same variable on both secretion and
electrical response.

It has been established for a long time, both anatomicallj' and
physiologically, that the salivary glands are doubly innervated,

i.e. by both parasympathetic and sympathetic nerves. Although
the innervation of these glands has been investigated in numerous
works both by histologists and physiologists, it has been impossible
to reach agreement as to whether the individual cells of the salivary
gland have double innervation or the parasympathetic and sym-
pathetic supply separately innervate different elements of it.

The idea of solving this problem by electrophysiological methods
had already occupied the mind -of v. Harreveld (1930 c). By
recording electrograms of the submaxillary gland- during simulta-
neous stimulation of the chorda and the sympathetic the latter
concluded that the two nerves innervate different elements in the
gland.
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Tlic question as to whether the two ner%^es innervate the same

or diffcront cells in the gland is undoubtedly of general physiolo-

gical importance, and it seemed probable that it could be solved

bv clcctrophysiological methods. In order to secure satisfactory

results by simultaneous stimulation of both nerves, it is essential

that the ner\'e stimulation should be maximal. This is necessary in

order to exclude the possibility that elements, which possibly are

doubly inner\’ated, are not activated by the stimulation of the one

nerve, but are reached by the stimulation of the other. Some

circumstances seem to indicate that the stimuli in v. Harreveld’s

(1930 a—c) experiments were often submaximal. Besides, the

estimation of his results is rendered more difficult by the incon-

stancy of the ftnormali) electrograms themselves.

In order to achieve a physiologically maximal stimulation, it is

essential that it should be neither too weak nor too strong and

that it should be as adequate as possible. Tliere were greater

possibilities of complying with these conditions in the present

work by utilising recent technical progress in amplification and

artefact control. Tests were made by means of simultaneous

stimulation of the chorda and the sjTnpathetic and results were

obtained that arc directly opposed to those of Caknon and Cattele
(I9IG) and v. IUrreveld (1930 c).

— Baveiss and Bradford (1887) already assumed that the

electrograms consisted of two components of opposite electrical

sign, and this must now be considered a fact. On the basis of their

experiments regarding the quality of the secretion under different

conditions, these workers assumed that one of the components was
connected with the secretion of water and salts, the other with the
secretion of the organic solids of the secretion. Bayuss and Brad-
roju) s theoiY' that one of the components was connected with the
so-c-alied secretory fibres and the other with the trophic ones, was
repealed in 1924 by Gayd.a, though he does not contribute new
.(rgurnents to the question as to the connection between the com-
position of the secretion and the changes of potential. Beck and
Z!5\ s7.Ev.sKi (!9I2) assumed that »anabolic& processes in the cells

produced a change of potential in one direction, ocatabolic^ a
change in the other direction, v. Harreveld (19.30 c) considers
it prnb.:i)le that both components of the electrogram have their
Otigm in similar proce.sses with different localisation in the cell,
the one po-^rihly at the basal part, the other at the part of the cell
rnernbrane turned towards the lumen. He considers that the initial
p.ifi of th<' complex curve is due to the movement of ions which
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takes place, when the permeability of the cell membrane changes
rapidly upon stimulation. The comparatively horizontal phase
which succeeds theinitial complex phase in v. Harreveld’s electro-

grams, is compared by him to a resting potential which owing to

stimulation appears at a different level.

V. Harreveld’s apparatus (1930 a and b), like that of almost

all the workers who have investigated these phenomena, recorded

not only changes of potential, but also changes of internal resistance

which his own measurements proved to be considerable. Therefore

analysis of the electrograms was made very difficult. It had,

indeed, to be assumed that they consisted of 5 different components.

V. Harreveld discovered no connection between the electrograms

and the course of -secretion.

In the present work an amplifier guaranteed a practically pure

recording of potentials. It was soon found that the electrograms

were made up of two components of opposite electrical sign. Fairly

good insight into the course and general properties of these com-

ponents w-as acquired by experiments with a great many variables.

Tliese variables were mostly those used in earlier work on the

secretory function of the gland, so that the accumulated know-

ledge could be put to valuable use.

The aim of the experiments described in this paper was con-

sequently;

1. To define the components in the electrical response of the

submaxillary gland in relation to nerve stimulation, and to study

the dependence of these components on different experimental

factors,

2. To endeavour to draw conclusions as to the nature of these

components, by means of comparisons between the author’s

own and observations of others concerning simultaneous vari-

ations in the secretion and the electrical response under identical

conditions,

3. To try to find a. solution by electrophysiological means, of the

problem as to whether the parasympathetic and sympathetic

nerve supply innervate the same or different cells in the gland.

4. To contribute, by electrophysiological methods, to the question

of the
,
cholinergic and adrenergic properties of the glandular

nerves.



in. Methods.

Reliable and repeatable electrophysiological results were
obtained in experiments made with 46 cats and 4 dogs. These
had been preceded by a great number of experiments devoted to.
trj ing out the technique that led to reproducible electrograms. Once
the technique was fully developed, up to 200 electrograms could
be obtained from a single animal. TTie total number of records
amounts to about 2500.

Before the experiments the animals w’ere starved for about 20
hours. They were decerebrated under ether or chloroform anaesthe-
sia, after which the lingual nerve and the sympathetic trunk in
t le neck were isolated and severed. Then the submaxillary gland
was prepared free on the same side and its capsule was peeled off
from the outer surface. A cannula was inserted into the duct of

larton. At least 1 ^ to 2 hours w'ere always allowed to elapse
between decerebration and recording.

Silver-silvcrchloride rods were used as electrodes. Tliese were
immersed m U-tubes filled with Ringer’s solution vdth cotton
wicks to the animal. One of these was placed on the outer surface
0 It g an and the other one as a rule on subcutaneous tissue in
he docerebrat.on wound. - The action potentials were recorded

^ permanent magnet string galvanometer

imnrr
model). A two-stage directly-coupled balanced

< mphficr (Toenn-ies 1938), was coupled between the electrodesand the galvanometer (fig. 2, p. 25).

n
^*^*^*^ means of an induction coil or

rinmon
electrodes were of the Sher-

k‘'T>t in frn'
serum. In this way the ners’es were

rdativo lo thrActrodM.''”""'’

tn "'“S ““Pl'd

in nr
harlon. Tn order to avoid artificialo-rrare ,,r,«„ro II, e dads, the position of the pipette during
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Fig. 2. Diagram of directly coupled, balanced amplifier, connected to a

string galvanometer. F, lead from subcutaneous fascia. G, lead from the

gland. S, string galvanometer.

Fig. 3. Apparatus for recording secretion, a, A pipette connected vith

cannula in the duct of marton. B = thick rubber ho^. =jetal tube

running under the float D above an expanse of water. ®ecreUon t^

float tLs, the indicator E is deflected, this being

as the changes of potential in the gland, b. Calibration of the apparatus with

0.2 cm’ at a time.
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the experiment was horizontal. Tins pipette was connected through

a thick-walled rubber hose with a recording system which con-

tinuously followed the course of secretion and the quantity ex-

creted (sec fig. 3a, p. 25). The moveable parts of the apparatus are

made of light metal. Hie resistance of the float against the secretion

pressure is only a small fraction of the latter. The deflexions of the

indicator within the amplitudes employed w'ere proportionate to

the excreted quantity of saliva w’ith reasonable accuracy.

In the curv’c reproduced the height of the indicator above the

original level indicates the excreted quantity of saliva and the

gradient of the curve the rate of secretion. Fig. 3 b shows a calibra-

tion of the apparatus recording secretion. 0.2 cm® of secerned

saliva corresponds to the distance of the ordinate betAveen two
adjacent levels of the secretion curve.

Chorda stimulation is marked by a signal in the upper edge
of the films, sympathetic stimulation by a signal in the middle
of the films. A time recorder produced vertical lines over the whole
film for each 1/5 second.



IV. Action potentials of the submaxillary gland

during stimulation of the chorda tympani.

A. The normal electrogram.

With maximal stimulation of the chorda iympani by means of

induction currents or condenser discharges all the 45 experiments

with cats yielded an electrogram, the course of which with only

slight variations was always the same (fig. 4).

Outer surface more IN’
electronegative (in

describing author’s

results called a posi-

tive deflection).

->P
Outer surface less 5
electronegative (cal-

led a negative de-

flection). i

1 sec.

>.

' T?r';v’r'3

I
>,S5

r "Ji

i.. * ni

Fig. 4. Normal type of the chorda electrogram^ of cats,

stimulation. P = action potential. S = secretion curve

ration with 1 millivolt.

N — signal for chorda

. On the right, calib-

After a latent period of 0.20—0.25 sec. the outer surface of the

gland rapidly becomes more electronegative in relation to the

other electrode. As a rule this electronegativity attains its maxi-

mum, which in most cases is about 2.5 mV, within 0.4 . sec. 0

the beginning of stimulation. After this sharp maximuin the curve

swings back towards the baseline. This reduction of e ectrone^

tivity at the surface of the gland ceases as a rule slig t y a ove e

baseline and in turn is succeeded by a small secon ary wave 0

electronegativity. These comparatively swift changes 0 po

take place in about 2 sec., after which the curve again n^s, but

this time very slowly. When stimulation is stoppe (in ig. m

about 8 sec.), the curve quickly rises in an off-effect to a maximum

of electronegativity which in the majority of cases les a ove
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tl!0 initial peak. This off-cffcct of electronegativity regularly

follov.-s cessation of stimulation. It ends after a rounded culminat-

ing point, in a slower drop towards the baseline.

.\ rise of the cur\'e in fig. 4 as in all the electrograms in this

paper, signifies increased electronegativity at the surface of the

gland, while a deflection downwards implies reduced electro-

negativity.

'Ilic latency after maximal stimulation did not var>' to any

extent worth mentioning in different experiments. The height of

the initial peak varied from about 0.8—4 mV. In most cases,

however, it was about 2.5 mV. After the initial peak the curs’e

in some cases fell below the baseline, while in most of the experiments

it stopped above it. Tl\c subsequent small secondary wave varied

in size. Sometimes it was only faintly indicated and in some ex-

periments only its ascending branch was seen. The slow ascent

that succeeded the secondary wave occurred regularly, though

varying slightly in degree from case to case. The off-effect was

an absolutely constant phenomenon, though its size and rate of

change varied to some extent.

If this normal response to maximal stimuli is compared with the

chorda electrograms obtained by other workers, it can be stated

that all, who used a string galvanometer, obtained curves dis-

playing certain similarities to it. Particulaiy’- Gayda’s (1924)

(sec fig. 1 b, p. 16) chorda electrograms only differ from it in one

point, for he regularly obsciY'cd a .small downward )>preliminary beat».

In the present paper a slight indication of this was noted only in

a couple of c.xpcrimcnts with cats. Gayda’s experiments, however,

were performed with dogs, and in my dog experiments such a »preli-

minaiy' beat*' was, indeed, regularly obsersmd, so that Gayda’s
chorda electrograms and iny normal electrogram described above
may be considered to correspond very well with each other. But
the chorda electrograms described by other authors differ appre-
ciably from the one described, although a certain similarity in

regard to the initial changes of potential can also be traced in

Bi-ck and Zbyszewski’s (1912), Rabl’s (1922) and v. Harhe-
VF.t.D’s (1929 1), 1930 a—c) curA'es. These authors’ electrograms
also varied very much, whereas the recording of the normal tjy)c

obtained by Gavda and in the present work was connected with
fairly constant rc.sulls.

-Mready liAYi.issand Bradford (1887) assumed on good grounds
that the electrogram was composed of two components of opposite
sign. The same assumption was made by v. Harreveld (1930
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a—c) concerning the »action current in a restricted senses fol-

lowing upon stimulation of the chorda.

The normal electrogram with its off-effect obtained in the

present work already allows the assumption that it may be composed
of at least two opposite components. Besides, the great similarity

to the action potentials in the retina is striking. It was proved

by Granit (1933) that the electroretinogram was composed of

three components, one of which swung in the opposite direction to

the other two.

In the present work all the experiments tend to show that the

chorda electrogram is composed of two components of opposite

sign. As the presentation of the results vail be greatly simplified,

if the two components are defined at once, a short definition of

them is given. — In accordance with the terminology adopted

in work on the electroretinogram, the component that swings

upwards in the record, will be called the positive component, and
the component that swings downward will be called the negative

one (cf. fig. 4, p. 27). The positive component tends to make the

surface of the gland more electronegative, the negative to make
it less electronegative. In the following pages the terms )>positivei>

and »negativei> component will be used in this sense.

B. The dependence of the electrogram on different

experimental factors.

In the standard leads used (one electrode on the outer surface

of the gland, and the other one on subcutaneous tissue in the

decerebrating w'ound) the shape of the chorda electrogram proved to

be dependent on the following variables: the strength and the

frequency of stimulation, the position of the stimulating electrodes

in relation to the nerve, the duration of the stimulation and the

intervals between different periods of stimulation. The dependence

of the electrogram on these factors w'as investigated systematically

by varying a single factor, w'hile all the others were kept constant.

A study of the influence of these factors was necessary above

all, because otherwdse it w'ould have been impossible to estimate the

results obtained by introducing new variables such as drugs, simul-

taneous stimulation of both ners’^es etc. Besides, the influence of

these factors on the secretion was w^ell-knowm from the work of many
authors, so that comparisons betw^een variations in the secretion

and the electrogram under the same conditions should be of interest.
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1. Duralion of siimulation.

The course of the chorda electrogram during varying periods

of mnxinial stimulation displayed veiy^ regular and typical varia-

tions that were investigated in over 30 experiments. The frequency

of stimulation vas in most cases slightly below the frequency, 40

induction shocks per second, which Wedensky (1892) gives as

the optimum for the secretory fibres in the chorda. Kupalokf

and Skipin (1931) mention that a maximal secretion with induction

shocks was obtained in chorda stimulation with frequencies of 10

—

30 shocks per sec. Rosenblueth (1932) found a secretion maxi-

mum for the submaxillary gland during chorda stimulation with

36 shocks per sec,

\Vith durations below 0.2 sec. a chorda electrogram is obtained

which only consists of a simple positive deflection, the height of

which falls short of the height of the so-called' initial peak of longer

periods of stimulation. Stimulation of 0.2—0.3 sec. produces a

simple positive peak of the same height as for longer periods of

durations, i. c. in most cases about 2.5 mV. VOren the stimulation

exceeds 0.3 sec., the electrogram as a rule begins to aquirc a diphasic

form. Between two positive maxima a depression is visible which

becomes larger and larger, when the duration of the stimulation

in a series of electrograms is increased from about 0.3—0.8 sec.

In these cases the second maximum corresponds to an off-effect.

When the duration of stimulation exceeds about 0.8 sec., the

negative depression ceases to increa.se, WHien the period of stimul-

ation is prolonged still further, the .small so-called secondary

wave begins to occur between the initial peak and the offreffcct.

When the period of stimulation exceeds 2 sec., the electrogram

contains all the parts that form the normal fully developed electro-

gram of fig. 4.

I'ig. 5 (p. 31) illustrates the course of the electrogram during
different periods of stimulation, fig. 5 a for about 6 sec. stimul-

ation, fig. .5 b for about 33 sec. The curves show that with in-

creased duration of the stimulation the off-effect again becomes
sm.'iller. Ihough ils peal: always lies al aboui the. same level. After
the changes of potential in the first 2 sec. the curv'e ascends slowly
and continuously and the size of the off-effect is thus determined
by the level of the cur\’e, when stimulation is interrupted. With
stimuli of very' long duralion the curve attains the height, at
which the peak of the. off-effcct usually lies. Then no off-effect
is obtained, the curs'c descending, after the stimulation has ceased,
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towards the baseline. Tlie limit of the period of

stimulation, for which an off-effect is no longer

obtained, also varies in different experiments' with

maximal stimuli, but in general it lies between

25 and 50 sec. . If the stimulation is continued

beyond this period of stimulation, the response

gradually descends towards the baseline wliich,

however, it does not reach, as a rule, even tliough

the duration of the excitatory periods is extended

to 1.5 or 2 minutes.

At the beginning of an experiment the off-

effect is obtained with stimulation of longer

duration than towards the end of it. Tlie oftener

and the longer the gland has secreted, the steeper

is the slow ascent following the initial changes of

potential. Fig. 5 c, d and e are three chorda

electrograms for different durations of stimulation,

recorded at a later stage of the same experiment

as 5 a and b. It will be seen that in this case no

off-effect is obtained any longer for a duration of

stimulation, that gave a very distinct off-effect at'

an earlier stage of the experiment. Fig. 5 f shows

a semi-schematic picture of the course of the

chorda electrogram for different periods of stimula-

tion. The line drawn in full indieates tlie course of

the curA^e, tlie dotted off-effects show its properties

for different periods of stimulation.

v. Harreveld (1930 b) assumed that the off-

effect of the chorda electrogram Avas due to one

of the components ending sooner after stimulation

than anotlier component. The experiments Avith

different periods of stimulation described aboA^e

undoubtecll}’’ indicate the correctness of this AueAV,

tliough he Avas A\Tong in ahvays believing the off-

effects not to belong to the action potential (his

section current in a restricted senses).

The sloAv ascent after the first 2 sec. of stimul-

ation, must be assumed to be due to a gradual

diminution of the negative component, Avhile the

positiA'c remains fairlj' constant. This must be

assumed, because the ma.ximum of the off-effect

alwa3's lies at approximate!}' the same level aboA'c
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the baseline, ^^^len off-effects are no longer obtained, it may be
assumed that the negative component has ceased. The fact that

the curve again descends with further increased duration of

stimulation, must be due to the positive component beginning

to decrease in its turn. Sometimes, when the off-effect is not
obtained, the curv'e lies slightly below the general level of the

maximum of the off-effects for shorter durations. This must be

assumed to be due to the positive component beginning to decrease

shortly before the negative has entirely ceased.

That the negative component and the off-effect decrease in

parallel with extended duration of stimulation, makes it necessary

to assume that periods of 3—15 sec. are the most suitable ones

for studying the chorda electrogram as a function of different

variables. Such periods of stimulation have been employed in

most of the anal3i;ical work of the following pages.

2. Course of secrelion during chorda stimulation.

The secretion, or rather, the flow of saliva from the gland,

was followed in 16 experiments by means of the apparatus

described, and recorded on the same film as the potentials. In

most of the other experiments the secretion was only observed

in a pipette connected to the cannula in the duct.

The latency of the flow of saliva was estimated at 0.6—2.0 sec.

Rabl (1922), who recorded the salivary flow by means of very

sensitive instruments, found the latency of the latter to be on an

average 0.5—0.7 sec. Naturally, the apparatus employed for

recording the secretion in the present work reacted more slowly

than Rabl’s and therefore yielded a higher value for the latency.

^Mien the flow of saliva sets in, it is possible, as a rule, to

observe an acceleration of the secretion during the first 10 seconds

of stimulation, after which the flow of saliva continues at a fairly

even rate at least during the next 20 sec. No certain observations

concerning the course of secretion after the first 30 seconds of

stimulation could be made, as these prolonged periods of stimul-

ation were only used in a comparatively small number of the

experiments, in which the flow of saliva was recorded.

Tlie relation of the secretion to the off-effect was of especial

interest. The first appearance of the negative component in the

retinal electrogram is accompanied by inhibition (Granit 1933,

Granit and Therman 1934, 1935), and the retinal off-effect is

known to be accompanied by a renewed discharge of impulses in

3
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the optic nen'C. — If the negative component in tlie chorda electro-

gram vere connected vith inhibition of the glandular secretion,

an increase in the rate of secretion might have been expected in

connection with the off-effect. Tliis, however, is not the case.

The flow of saliva decreases immediately after stimulation, but

does not cease until the cur\’e has descended to the baseline. If

stimulation be extended until no off-effect is elicited, the secretion

diminishes in the same way and at the same time as the baseline

after ces.sation of stimulation is reached, which in this case takes

place considerably earlier than when an off-effect is present. In

other words, secretion ends with the positive component.

3. Slrcnglh and mode of stimulation.

Tlic dependence of the chorda electrogram on strength of stimul-

ation was investigated in 18 experiments. This factor proved

to be of ver}' great importance. The cur\-cs obtained with weak

stimuli differed veiy' much in shape from those obtained with

stronger stimuli. In practically all the experiments that part of

the chorda tympani which runs through the lingual ner\'e was

stimulated. This neree is purely afferent with the exception of the

chorda. Tlic afferent portion is not connected with the salivary

gland. The stimulation of the whole lingual ner\'e could therefore

scarcely give rise to any sources of error.

On the other hand it led to the result that the position of the

ner\’e on the electrodes had a great influence on the strength of the

stimuli for the chorda. The reason for this must be that the fibres

of the latter were easily shunted unless they happened to be verj'

precisely placed on the electrodes. A slight dislocation of the

lingual ner\'e on the electrodes could therefore alter the effective

strength of the stimuli in a very marked degree. Only Heidex-
H.M.x (1878) seems to have taken any notice of this fact which

certainly explains many ^individual variations)).

Fig. G A (p. 35) shows a number of chorda electrograms illust-

rating increasing strength of stimulation. From these curves it

is evident, above all, that with weak stimuli the off-effect is small

or non-existent, whereas with stronger ones it dominates the

whole picture of the response. The latent period is slightly

longer with weaker stimuli. Likewise the ascent of the initial

positive wave (peak) is slightly slower for weaker stimuli.

In the .•series of electrograms .shown in fig. G A the initial

positive wave decreases, while at the same time the off-effect
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mV

Fig. 7. Graphic representation of the increase in the positive (upper curve)
and the negative (lower curve) component of the chorda electrogram as a func-
tion of increased strength of stimulation. The values for the relative size of
the components and for strength of stimulation are taken from the curves in
fig. 6 A. The ordinates for the upper curve represent the index for the size

of the positive component in mV, the ordinates for the lower the index for the
size of the negative component. The abscissa indicates the strength of stimul-

ation expressed in coil distance.

increases. At the same time the negative trough that succeeds

the initial positive wave, increases in parallel with the off-effect.

The general level of the response after the secondary positive wave
is also lower, the stronger the stimulus. This is shown still more
clearly in fig. 6 B (p. 36).

It is therefore evident that increased strength of stimulation

leads to an increase of both the positive and the negative compo-

nent, but that the negative component comes to sight more easily

in the electrograms obtained with stronger stimuli. The increase

of the negative component sets in later (see fig. 7) but, once

started, rises at a faster rate than the curve for the positive

component.

As it was assumed (and wall be proved later) that the off-effect

was due to the negative component ending before the positive,

the height (above the baseline) of the top of the off-effect can be

regarded as an index of the size of the positive component. In

the same way the difference in level between the position of the

curve immediately after the secondary positive wave and the top

of the off-effect can be regarded as an index of the size of the

negative component. This presupposes that neither component
is diphasic. That this is the case, will be shown later.

The ordinates for both the negative and the positive compo-
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ncnts, -measured in this manner from the cur\’es of fig.- 6 A (p. 35),

Averc plotted in fig. 7 (p. 37) against coil distance in cm. The

upper curA’e is the positive component, the lower curv'e the negative

component. It is evident that with increased strength of stimul-

ation the negative component increases relatively faster than the

positive component. The cur\’es also suggest the significant con-

clusion that increasing strength of stimulation actually leads to

a maximum, Avhich can be experimentally determined.

The electrograms obtained with maximal stimuli, determined

in this manner, always followed practically the same course, namely

the one, that has been described above as a normal chorda electro-

gram. The use of maximal stimulation was a fundamental pre-

requisite for experimental comparisons of any kind from case to

case and independently of variations in the position of the stimul-

ating electrodes. A suitable maximal stimulus, slightly above

the limit, was therefore empirically determined in each experi-

ment. Identical results were obtained with induction coil and Neon
stimulator, the latter, of course, giving condenser discharges, (cf.

Maltesos and Weigmann, 1939).

The rate of secretion increased with strength of stimulation

to the limit, above which the electrogram no longer altered, i. c.

until the maximum had been attained. Further conclusions are

not allowed from the limited number of experiments on secretion.

The stimulus artefact is probably one of the main reasons

which in earlier work has prevented the purposeful use of maximal
stimuli, and this circumstance has made the electrograms recorded

exceedingly sensitive to the slightest change near the stimulating

electrodes, such as minor disturbances in their position, drying

etc. With slightly supramaximal stimuli the influence of such

factors is obviously reduced to the practicable minimum.
Tlie chorda electrogram as a function of strength of stimulation

was also investigated systematically by BnADFonn (1887, 1888)

and by v. MAnnEVEr.D (1930 a) who obtained results that Avere

analogous to my oAvn.

Considering that an increase in stimulus strength brings in

a greater number of nerv’e fibres (Eklanger, Gasser and Bishop,
192-1), it seems possible that the differences of the positive and the

negative components Avith respect to strength of stimulation could

be due to the negath-e component being activated by a group of

high-threshold fibres Avhich even may have different functional

tasks in the gland. Stronger stimuli may also, as is Avell knoAvn,

cause repetitive discharges in the individual nerv'c fibres (sec c, g.
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Schaefer and Gopfert, 1937). This may influence processes

with different thresholds for acetylcholine (cf. Langstroth,
iMcRae and Stavrakv, 1938 a).

4. Frequency of sdmulalion.

Tlic effect of frequency of stimulation on the chorda electro-

gram, as was to be expected, was that an increase in frequency

compensated for a reduction in strength. The results are illustrated

in fig. 8 (p. 40). — These results are not similar to v. Harre-
veld’s (1930 a).

The inhibited secretion, noted by Wedensky (1892) with

greater frequencies, was not observed in the present work. Nor
were such high frequencies employed that the phenomena referred

to might have been expected to occur.

5. Repealed periods of slimulation.

If stimulation of the chorda is repeated immediately after

the response has descended to the baseline, an electrogram is

obtained that differs from the previous one. But these differences

are typical, regular changes, which become all the more distinct,

the greater the number of electrograms recorded in immediate

succession. Pig. 9 (p. 41) illu.strales such a series of 5 electro-

grams. The most striking change is that the off-effect decreases.

All the tops of the off-effects, how’ever, lie at practically the same
level above the baseline. Tlie reduction in the extent of the off-

effect thus consists in a reduction of its ascending branch. This

is clearly due to the fact that the level of the curve after

the secondarj’’ positive wave, lies higher above the baseline in

each period of stimulation. The trough following the initial waves
lies at a higher and higher level after each period of stimulation,

while the peak itself is of approximately the same size in each case.

The decrease of the trough and the rise in the level to which

it falls each time the stimulation is repeated, can only be explained

by assuming that the negative component grows less and less

with each repeated period of stimulation. The' positive component
is unaltered, which is evident from the fact that the initial peak

and the top of the off-effect on each occasion attain the same height

above the baseline.
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It has already been described, how
the negative component is gradually

reduced in the course- of prolonged chorda

stimulation, while the positive remains

fairly constant, at any rate during the

first 25 seconds of maxirhal stimulation.

This phenomenon must be identical with

that reduction of the negative compo-

nent which is observed in repeated stimul-

ation. The latter phenomenon proves that

the activated system requires a certain

time for recovery.

In connection with prolonged stimul-

ation it was observed that, if its duration

exceeded the limit, at which no off-effect

was obtained any longer, the positive

component also began to decrease. The
same phenomenon was observed with

repeated periods of chorda stimulation.

In the experiments on strength of

stimulation it was seen that, when
strength of stimulation fell short of the

maximum, the negative component was

smaller and ceased more rapidly with

prolonged stimulation, the lower the

strength of stimulation was. The same
thing was observed with repeated stimul-

ation.

Fig. 10 (p. 42) depicts several periods

of chorda stimulation repeated in close

succession, the strength of stimulation

being slightly submaximal. The curves

show that, after the negative component

had at first been reduced and then ceased,

the positive also gradually diminishes on

repetition until finally only an initial

positive reduced peak remains. \Miilethe

positive deflection decreases, its latency

increases.

The apparatus for recording the se-

cretion, did not allow continuous records

of very prolonged rich secretion. There-

component

on

repeated

stimulation).



Fip. 10. Cliordn electrograms svilh repeated periods of submaximal .stimulation.

Calibration by 0.5 mV. (The electrograms indicate diminution first of the

negative, later of the positive component).

fore the latter was not recorded on llie film in these experiments,

but was only observed. The secretion decreased in parallel with

the positive component.

Experiments made by Holzlohner (1931) show' that exhaustion

of the secretion by means of repeated chorda stimulation takes

place within periods of about the same length as those, w'ithin

which the electrogram was almost gone in the present w'ork.

Chorda electrograms recorded in close succession displayed

differences. Therefore it was important to knows how long a time
the gland required for rccoverjs so that an electrogram similar

to the previous one could be obtained. 'Phis time differed according
to the degree of ^exhaustionft of the preparation. After stimulation

liad proceeded so far that only a simple positive wave was obtained
with repealed periods of excitation, a normal electrogram could
be obtained after a pause of 1—1,5 min. In the experiments, in

which other factors were varied, the intervals between two periods
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of stimulation always exceeded 1 minute, if the preceding stimul-

ation had . been short, and 2 minutes, if it had been long (over

10 sec.).

It has already been mentioned in connection with the descrip-

tion of the effect of the duration of stimulation that, if an experi-

ment lasted many hours and the chorda had been stimulated for an
hour or more, the negative component towards the end of the experi-

ment had experienced a reduction which was not reversible for

at least several hours; The size of the positive component and the

rate of secretibn are, however, at the end of the experiirient much
as in the beginning.

V. HARRExmLD (1930 a) also made the observation that repeated

periods of stimulation led to a reduction of the Component that

is here called the negative one. According to him, this phenomenon
did not occur, when the inters'^als of stimulation exceeded 2 minutes.

— If, on the other hand, stimulation is repeated before the

curve has fallen to the baseline, i.e. while an off-effect is in progress,

a phenomenon can be noted, which w'as of great importance for

the analysis of the two components of the electrogram.

"When stimulation is started on the top of an off-effect, the

latter is rapidly depressed by a negative potential with a latency

of about 0.3—0.4 sec. (see fig. 11 a, p. 44). The negative depres-

sion descends to the level of the negative trough of the ordinary’-

electrogram. This negative depression is only sometimes succeeded

by a small secondarj' positive wave. After the first 2 sec. of stimul-

ation the course of the electrogram is as usual.

These phenomena were observed neither by Gayda (1924) nor

V. Harreveld (1929, 1930), the only ones who had previously

mentioned off-effects in chorda electrograms. A similar phenomenon

had, however, been previously discovered in the electroretino-

grams. It was first noted by Einthoven and Jolly (1908). Granit

and Riddell (1934) found that, when the eye was exposed to

renewed illumination during an off-effect, the negative deflection

in the electroretinogram was due to reintroduction of the negative

component. That this is also the case with the corresponding

phenomenon in the chorda electrogram, is proved by the results

of experiments which will be described.

The negative depression following stimulation on the top of

an off-effect always varies in parallel with the height of the ascend-

ing branch of the off-effect. This ascending branch has already

been recognized as an index of the size of the negative component

at the moment of cessation of stimulation. As will be proved later.
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Fig. IJ. Chorda Ijanpani stimulation repeated during off-etfcct. a, Repeated
stinuilaUon on the peak of the off-effect (third period of stimulation), b. Re-
peated stimulation on descending branch of the off-effect (third period of

stimulation).

the descending branch of the off-effect is dependent on the decrease

of the positive component of the electrogram. If renewed stimul-

ation followed in this part of the off-effect, a small initial positive

wave could be expected to precede the negative depression. Fig. lib
.sliows that this is, indeed, the case. Tlic small initial positive

peak attains the same level above the baseline as tlie corresponding

phase of the response to the first stimulation. — Chorda stimulation

may also be repeated immediately after cessation of stimulation

in a case, in which no off-effect is obtained, e.g. after weak or

prolonged stimulation. Then no negative depression whatever is

observed.

Experiments with repeated stimulation on top of an off-effect

were made in about 20 cases and the results were very uniform.

Caxnox and Catteix (1916) stimulated the chorda during the

time that pilocarpine secretion was proceeding. By injecting pilo-

carjiinc they oljlained a fairly flat and simple type of response of

positive sign. If a chorda stimulation was introduced, they some-
times found a quick depression of the pilocarpine curve. Tliese

authors were unaldc to offer any explanation of the phenomenon
which they called ^'reversal of the sign of the responses.— It must be
considered a probable explanation of it that in such cases the pilocar-

pine mainly activated the positive component, while the negative
rernainded more or less latent. Wlien chorda stimulation was
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introduced, the relative^ intact negative component was also

activated and depression of the curve resulted.

Granit (1933) and Granit and THERiMAi>j (1934, 1935) found
that activation of the negative component in the electroretinogram

in an off-effect was coupled wdth inhibition. The impulses in the

optic nerve stopped or decreased in frequency, when the negative

deflection appeared. An ordinary off-effect is connected with an
increased discharge of impulses in the optic nerx^e. — Owing to the

great similarity between the chorda electrogram and the electro-

retinogram, it did not seem impossible that the negative component
in the former also had to do with inhibition of the secretion. Lang-
ley (1890) and Dale and Laidlaav (1911—12) believed that there

were fibres in the chorda which inhibited secretion, as they had
observed an after-secretion in animals poisoned with nicotine and
cjidsine, which was stronger than the secretion elicited during

stimulation.

If the negative component of the chorda electrogram were

connected vith inhibition of the secretion, the off-effects might

have been expected to go with an increased rate of secretion. It

has already been stated that the reverse is the case (see fig. 4,

p. 27). Activation of the negative component on top of an off-

effect afforded an opportunity of studying its relation to the

rate of secretion. As fig. 11 shows, the reintroduction of this

component is not accompanied by any reduction of the rate of

secretion. On the contrary, the latter slightly increases. On the

basis of these facts and from the experiments with chorda stimul-

ation during sympathetic stimulation (to be described below, p. 76),

it would seem that the negative component of the chorda electro-

gram is not connected vuth inhibition of the rate of secretion of the

gland. On the other hand, one should realise that the rate of secre-

tion may not be the best definition of what actually happens, when

the negative component potentials are activated.

6. Different leads.

All the electrograms reproduced in this work were recorded in

the same standard leads, one of the electrodes approximately in

the middle of the outer surface of the gland, the other one in the

decerebration wound. Other leads for the chorda electrogram were

examined in 10 experiments.

From different points near the middle of the outer surface of the

gland the response was always the same, also when small silver-
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pins ^vore used and wlien the contact surface between the gland

and the electrode was greater than 1 cm". The other, indifferent

electrode, could be placed on subcutaneous tissue in any part of

the body. With the different electrode as little as 1 mm from

the gland no changes of potential whatever could be recorded.

Greater .shifts of the gland electrode did exercise a slight

influence on the chorda electrogram. Tims the depression after

the initial peak and the off-effect marking the relative size of the

negative component were greater, if the electrodelay near the edge

of the outer glandular surface. The hilus as a place for the indifferent

electrode had to be avoided, as it sometimes happened that this

region did lead off from the gland and thus could not be regarded

as indifferent, though in the majority of cases it may well have

been so. It can scarcely be assumed that an electrode placed near

the hilus can lead off possible changes of potential in the surfaces

of the glandular cells that are turned towards the lumen.

The i>lwo-gland-lead» of Gesell (1918—19 a) could not be

considered suitable, as a humoral effect on the other gland has to

be taken into account.

The regular orientation of the glandular cells in relation to the

glandular lumen must be a significant factor in determining the

electrogram. This factor has.been discussed by most of the workers

in this field (see c.(j. v. Harueveed, 1930 c).

The changes of potential must be due to the co-operation of a

large number of elements orientated in the same direction. My
experiments have shown that the size of the contact surface between

the electrode and the gland e.xerts no influence on the electrogram.

The same electrogram was obtained, even if a silver chloride pin

with a very small conducting surface in its tip was inserted between
two glandular lobes without piercing the tissue. However, the

electrogram was greatly altered, if this pin was inserted into the

glandular ti.ssue itself.

This fact indicates that the potentials arise in parallel in every
point of the outennost layer of the glandular tissue close to that

pole of the gland which is opposite to the hilus. Whether the cellular

elements- that produce the recorded potentials are only those at

the surface of the gland tissue (including the interlobular surfaces)

or all the cells of the gland, is difficult to say.

The resting potential of the gland could not very well be
measured with my apparatus.
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7. Other factors that might be expected to exercise an influence on

the electrograms.

Before most of the experiments the test animals were starved

for about 20 hours, but 6 cats were allowed an ample meal previous

to the experiment. In these experiments, however, the type of

the electrograms proved to be normal. Tlie ether anaesthesia used

for decerebration often caused powerful salivation. The experi-

ments, in which the animals were allowed to consume food, were

therefore of value onl}'' as controls. Tlie fact that the normal

electrograms were alilcc, although the salivation due to the narcotic

varied verj’' much (chloroform was also used) in the different expe-

riments, indicates that this salivation did not affect the electro-

physiological results. Besides, Jarvi (1939) has found that the

histological picture of the glandular cells remains unchanged, even

after considerable consumption of food.

In some experiments, in which the test animal was in a state

of severe shock owing to the effects of the operation and loss of

blood, it was found that this had no influence on the electrophysio-

logical results.

C. Atropine.

As pointed out in the historical section, most authors (see e.g.

V. Harreveld, 1930 a) have seen that small doses of atropine

tended to reverse the electrical sign of the response. Larger doses

suppressed it altogether, v. Harreveld (1930 a) found that it was

often difficult to choose doses of atropine eliminating only one of

the components. Hie results of the earlier atropine experiments

were in favour of the opinion expressed already by Bayliss and

Bradford (1887), that the response consisted of two components

of opposite sign.

The atropine experiments in the present work yielded practically

the same results as those of v. Harre\’e:ld (1930 a). There were 10

of them and they were all performed on cats. — Fig. 12 a (p. 48)

illustrates the appearance of the chorda electrogram approximately

2 minutes after the intravenous injection of 0.3 mg of atropine

sulphate. The electrogram consists of a practically pure negative

component. The latency is about 0.4 sec. The same latency was

obtained for the negative component in repeated stimulation

during an off-effect. After haven fallen comparatively swiftly

about 1.5 mV below the baseline, the electrogram in fig. 12 a
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5.2 see.

FiR. 12. Eliminalioii ol the positive component ol the chordn electrogram]iby
sm.aiJ doses o{ atropine in 3 experiments, a. Chorda electrogram after intra-
venous injection of 0.3 mg atrop. sulph. Calibration bv 0.5 mV. b, Chorda
eiectrogram after injection of O.t mg atrop. sulph. Calibration by 1 mV. c,
Cliorda electrogram after injection of O.IG mg atrop. sulph. Calibration bv

0.5 mV.

follows a very slowly ascending course, on which some small waves
are seen during the first few seconds. \Yhcn the stimulation is

interrupted, the cur\'e again rises towards the baseline fairl)' rapidly.
Tliis ascent must be regarded as corresponding to the ascending
branch of the off-effect in the normal electrogram.

Xo visible secretion could lie obtained after the po.silive com-
ponent had been eliminated by atropine. The positive component
is therefore more directly connected with a visible flow of saliva,
such as can always he noted during its activation.

V. Harhkveld’s (1930 a) observation that it is often difficult
to find the close of atropine which removes the positive com-
ponent and leaves the negative intact, was confirmed. Fig. 12 b
iilustmtes the chorda electrogram in another atropine experiment
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after the injection of 0.1 mg of atropine sulphate. In this electrogram

the positive component is only partially extinguished. In accord-

ance with this the stimulation, too, only produced a scanty,

though perfectly definite secretion. Fig. 12 c shows a chorda

electrogram in a third atropine experiment after the injection of

0.16 mg of atropine sulphate. In this experiment this dose not

onl}’" extinguished the positive component, but the negative also

is greatly reduced and retarded. The different animals dis-

played a variable resistance to atropine dosed per kg bodysveight.

— After atropine the negative component that was produced,

disappeared more rapidly in case of prolonged and repeated stimul-

ation than the negative component in a normal electrogram.

v. Harreveld (1930 a) states that, in case of increasing doses

of atropine, first the positive component, then the secretion and
finally the negative component is eliminated. In the present work
the positive component in all the atropine experiments ceased at

the same time as the secretion. With the dose slightly increased,

the negative component also disappeared.

— The influence of atropine on the sympathetic electrogram

vail be dealt with below (p. 68).

D. Eserine.

Tlie influence of eserine on the changes of potential in the

submaxillarj’’ gland has not been investigated previously. However,

Cannon and Cattell (1916) and v. Harreveld (1930 a) examined

the action currents during pilocarpine secretion. In both

works these electrograms are described as resembling the chorda

response, but with a slightly more monophasic and protracted

course. Cannon and Cattell found that chorda stimulation during

pilocarpine secretion did not as a rule affect the electrogram. But

there were exceptions in which the phenomenon already described,

which they called, )>reversal of the sign of the response)), occurred.

In view of certain well-known effects of eserine an analysis

with the aid of this substance was held to be of importance. An
examination of the effect of doses that do not produce secretion

seemed to be of particular interest.

Fig. 13 a (p. 50) reproduces a chorda electrogram 10 min. after

the intravenous injection of 0.5 mg of eserine salicylate. This injec-

tion by itself, i.e. without stimulation of the nerves, produced no

visible salivary secretion whatever. The duration of stimulation in

the electrogram is 3,5 sec. during which time the curve does

4
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not differ from tlie normal. The rising phase of tlie off-effect also

coincides with what would have been its size and place in a normal
electrogram. It is not until the off-effect has reached its maximum
that the effect, of eserine, somewhat surprisingly, causes a long

plateau at the level of the off-effect, finally to descend slowly to

the baseline in the course of about 50 seconds. It is no less remark-
able that this greatly prolonged off-effect is accompanied by an
equally prolonged and very powerful after-secretion from the

gland.

Tlie prolonged after-secretion in chorda stimulation after small

doses of eserine seems previously to have been observed only by
Maltesos and Weigmann (1939), who found that the most con-

spicuous influence of eserine on the course of secretion in

chorda stimulation was a very much increased and prolonged after-

secretion. Secretion during stimulation was also increased, but

pursued the same course as before eserine. According to these

workers, the after-secretion increased to figures that were 54 times

higher than normal. Maltesos and Weigmann found the threshold

of the chorda unchanged after eserine.

These observations concerning the effect of eserine on secretion

during and after chorda stimulation agree very well with my
own eserine experiments which were 7 in number. Tliey all gave

similar results.

Tlie interpretation of the effect of eserine, illustrated in fig.

13 a (p. 50) must be that the negative component of the electro-

gram Avas not affected by the poison, while the positive component

was greatly prolonged. We will fill out the details of this argument

below. These long off-effects must be considered to represent

the positive component in its pure form, in the same way that the

chorda electrogram after small doses of atropine represents the

pure negative component. — That the long eserine off-effects coin-

cide with a strong after-secretion, confirms the observation that

the positive component is intimately connected with a distinctly

visible flow of secretion.

Fig. 13 b (p. 50) shows the chorda electrogram in the same

experiment, in which the curve of fig. 13 a was recorded, but 40

minutes after the eserine injection. This curve is typical of later

effects of eserine, which can be accelerated by using stronger

doses of the drug (1 mg). The off-effects then entirely fail to

appear and the response rises after cessation of stimulation verj’’

slowly in direct continuation of the rise initiated during stimulation

of the nerve. The rate of secretion is not changed for many seconds
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nftiT cessation of stimulation. Tlic secretion is roughly similar,

both in fig. 13 a and 13 b. In fig. 13 b, however, the cserine has

also affected tlie negative component, so that ncitlier of the com-

ponents decreases quickly, but both continue after cessation of

stiimiiation. This has resuited in a failure of the off-effect to appear.

We already know what happens, if the chorda be stimulated

afresh during a normal off-effect (p. 44). Fig. 13 c represents an

electrogram recorded after the injection of eserine, chorda stimul-

ation having been interposed into the long eserine off-effect. In

the same way as in an ordinary' electrogram, stimulation rapidly

depresses the off-cffecl by reintroducing the negative component.

Fig. 13 c shows plainly that the introduction of the negative

component is also connected with an increase in the rate of secre-

tion. This increase was always present. Fig. 13 c shows, besides

'(cf. fig. 25, p. 75), that eserine not only prolongs the duration of

the response after stimulation has been discontinued, but also

enhances both components. Tliis is evident from the large dimen-

sions of the off-effect and from the extent of the negative com-

])onent in fig, 13 c. Tins fully agrees with the statement of

Mai.tesos and Weig.mann (1939) that not only the after-secre-

tion, but also the secretion during stimulation was increased by
eserine.

It is evident from fig. 13 d, too, that the difference between the

off-effects of figg. 13 a and 13 b is due to the return of the negative

component towards the baseline, i.c. the rising phase of the off-

cffecl in the latter case having been prolonged and slowed down
by the effect of eserine. In fig. 13 d stimulation was repeated

twice during after-secretion. Now -we have seen that re-excitation

during an off-cffecl reintroduces the negative component. Tlie

small negative component activated on the off-effect in the heavily

eserinized gland of fig. 13 d, shows how little the off-effect has risen

in the interval between the periods of stimulation or, in other words,
how slow the return of the negative component towards the base-
line has been.

Jhe eserine experiments demonstrate that the positive compo-
nent must be intimately connected with a visible flow of saliva.

Tn contrast to the atropine experiments, however, they also show
that the negative component seems to have some connection with
the processes of secretion. It .should be mentioned that the phe-
nomenon which Caxxon and Cattell (1916) called the t>revcrsal
of the .sign of the response» was ahso accompanied by an increased
rate of secretion.
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B. Compression of the carotids.

By compression of the carotid vessels of the experimental

animal Granit (1933) succeeded in eliminating the rapid positive

component in the electroretinogram of cats. As this method proved

to be an effective instrument in analysing the electroretinogram,

it was natural to try it on the chorda electrogram too.

The effect of blocking the carotids on the chorda electrogram

had been investigated by Cannon and Cattell (1916), Gesell
(1918—19 c, 1920—21 a) and v. Harreveld (1930 c), but the

results of this test had been contradictory.

The effect of carotid compression was investigated in 6 experi-

ments, and the shutting off of the carotid blood supply was repeated

several times in each experiment.—When the chorda is stimulated

after blocking the carotids, at first, in entire agreement with v. Har-
reveld’s (1930 c) statement, an electrogram is obtained which is

within the limits of the variations of a normal electrogram. If, how-

ever, the stimulation is repeated after the off-effect has passed, the

electrogram is altered in a manner that does not correspond to the

change which has been described for repeated stimulation with

open carotids (p. 39). Then the negative component was first

reduced. Now with closed carotids repeated stimulation led to a

still more rapid reduction of the positive component, ^^^lereas

ordinarily a reduced, but purely positive component is finally

obtained, the final result after carotid compression is a reduced, but

purely negative component. In both cases the electrograms are

alike to begin with.

Fig. 14 a (p. 54) illustrates two successive periods of stimulation

with open carotids. In the second period of stimulation the reduc-

tion of the negative component is already clearly visible. Fig.

14 b shows the final result of several excitatory phases immediately

after those in fig. 14 a.

Fig, 14 c represents two successive periods of stimulation after

closing the carotid supply. The first curve is similar to the first

curve in fig. 14 a. The second curve in fig. 14 c, however, displays

definite reduction and retardation of the positive component.

Especially noticeable is a great reduction of the initial positive

peak, whereas the secondary positive wave is slightly increased.

This must be assumed to indicate a retardation of the course of

the positive component. Besides, the latency of the latter is slightly

prolonged. Fig. 14 d illustrates the final result of some repeated

periods of stimulation following those shown in fig. 14 c.
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Fig. M. Influence of compression of the carotids on the chorda electrogram
elicited by repeated periods of stimulation, a. Repeated stimulation with open
carotids. Final result of continued repetition alter the periods of stimulation
in n. c. Repeated stimulation with compressed carotids, d. Final result of

continued repetition after the periods of stimulation in c. — Calibration by
1 mV for a— d.

'nuts the effect of compression of llic carotids on the chorda

electrogram is as follows: The normal chorda electrogram is ob-

tained from an sunexhausted# preparation with periods of stimula-

tion shorter than 10 see. But upon prolonged or repeated excitation

the positive component is retarded and suppressed relatively more
tlinn the negative one which behaves in an approximately normal
fashion. — Owing to the.se circumstances the positive component
can be eliminated from the electrogram by repeated periods of

stimulation with closed carotids before the negative one, so tliat

an electrogram is obtained which consists of a pure, but.somewhat
rcflucod negative component.

I he course of secretion was recorded in some of the experi-
ments. It could again be cstablLshcd that the flow of saliva dc-



Fig. 15. Influence of compression of the carotids, a, Control curve in chorda
stimulation (5.2 sec.) with open carotids. 6, Chorda electrogram recorded
after some repeated periods of stimulation with compressed carotids. —

Calibration by 1 mV for a and b.

creases in parallel with the positive component, and when only a

negative component is left, no flow of saliva can be observed.

Fig. 15 a shows a normal chorda electrogram and at the same
time the course of secretion. Secretion is comparatively good.

Fig. 15 b represents a chorda electrogram in the same experiment

after some repeated periods of stimulation with closed carotids.

In this electrogram the positive component is greatly reduced

compared with the negative one. The initial positive peak does

not appear, but the prolonged latency ana retarded ascent of the

positive component cause the electrogram to start with a negative

deflection and the secondary positive wave to be greatly enlarged

instead. It is evident from the secretion record that secretion is

much reduced in comparison with fig. 15 a and that it also comes

later. Fig. 15 b also shows the usual tendency of the gland to

give electrograms vith rhythmical waves after compression of the

carotids.

F. Alg-ebraical summation of the chorda electrogfram

of two components.

Most of the workers, who investigated the electrical response

of the submaxillar}’’ gland, assumed that the chorda electrogram

was composed of at least two components of opposite electrical

sign (see Historical review and The problems p. 22).
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Tijotiuh V. Hahrevei-d (1930b and c) can be said to have clearly

rc.'ii!Z<'d the significance of an important factor such as the gland

resistance, it can nevertheless be stated that he did not take the

final steps in his choice of apparatus that would have led to a

Ereat simplification of his complex scheme with 5 components of

ti'.e glandular response, two of them being due to the »action

ciirrcnl in a restricted senses.

P.osENBEUfrm, Forbes and Lambert (1933) did so, and are

the only ones, who have previously recorded these glandular action

potentials wiili a swiftly reacting instrument through the high

interna! resistance of amplifier valves, in relation to which the

changes of resistance in the gland should be insignificant. Their

work, iiowevor, did not go much bey'ond a note on some observa-

tions, which led them to conclude that the chorda electrogram was

formed of a squick component* and a dsIow’ component*. They do

not mention components of opposite sign.

'File main criticism directed against older work has been (i)

that large variations of resistance in the gland led to serious distor-

tion of -the true action potential, and (ii) that this in combination

with the use of uncontrollable submaximal stimuli has made almost

any complex curs'c possible, at the same time reducing the ana-

lytically important off-effects to the rank of insignificant irregu-

larities.

In spite of this, it can, however, be considered proved by earlier

investigators that the chorda electrogram originates by means of

an interference between at least two components of opposite

potential sign. This is .supported especially by the early experiments

with atropine. My work along these lines wdth different selectively

acting agents put this conclusion beyond doubt.

Granmt (19.33) carried out an analysis of the components of

the very similar elect roretinogram by analogous methods. He
points out that the removal of certain parts of the clectroretino-

gram by biological methods enables different components in it

to hi- distinguished, which have their cause in different proce.sscs

in (lie retina.

—
- As already staled, the change of potential during chorda

stimulation that make.s the surface of the gland more oleclronega-
tivf, is eliminated after a small dose of atropine. Instead of an
ordinarA' electrogram a comj)aralively .simple response is obtained,
her*' erdh'd a negative component and recorded downwards, but
.'ictually consisting in a decrease of clectroncgaliviU' of tlie surface
of the gland (fig. 12 a. p. fS). 'Hus electrogram di.splays an un-
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niistakablc similarity to the negative

trough in the normal electrogram (fig. 4,

p. 27) bclNvcen the initial peak and the

top of the off-effect. This is taken to

mean that tlie negative atropine electro-

gram is a component of the normal electro-

gram, superimposed in the latter on one

of opposite sign.

The component that remains after a

small dose of atropine has been called the

negative one owing to the great likeness

of the chorda electrogram to the clcctro-

rctinogram. The existence of this com-
ponent is further proved by the fact that

it could be obtained in a pure, though

reduced form by means of repeated

periods of stimulation after closing the

carotids (fig. 14. p. 54). The fact that

the slow ascent after the initial changes

of potential in the normal chorda electro-

gram is due to a reduction of the nega-

tive component, is further proved by this

component clearly displaying the same

property, when it has been isolated, e.g.

by atropine.

No agency was found that selectively

removed the negative component, while

leaving the positive intact. On the other

hand, a pure positive component could

be obtained by certain other methods.

— Fig. 10 illustrates an electrogram

recorded in the case of weak chorda

stimulation which after several repetitions

gives a curve consisting of a practically
;

! ... ^
pure positive deflection taking a simple '

course. TJ)is latter curve is probably a

chorda electrogram consisting of a practically isolated positive

component.

As it was possible, therefore, to isolate from the electrogram

a positive and a negative component which in all probability are

based on different processes in the gland, the question arises,

whether the complex »normal electrogram)) can be explained as
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being composed of only lliese two components. If this is the case,

the algebraic sum of a chorda electrogram that consists of a pure

positive component, and one that consists of a pure negative

component, should have the appearance of a normal electrogram.

In order to obtain a sum of two electrograms, each of which

consists of an isolated component, it is essential that each of the

components should have altered in a similar manner in being

isolated. It is also essential that they should have been recorded

in the same experiment, as varjdng size of the gland may cause diffe-

rences in the electrograms which would render algebraical summa-

tion difficult, Tlicse conditions are fulfilled by the electrograms

in fig. 14 b and 14 d (p. 54). The former, as already mentioned,

is a chorda electrogram consisting of a pure positive component,

though slightly retarded and reduced by repeated stimulation.

The latter, obtained with closed carotids, consists of a purely

negative component, also influenced in the same way by repeated

.stimulation. These electrograms have, besides, practically the

same duration of stimulation, which, of course, is necessary in

order to obtain a reliable algebraical summation.

Fig, 17 a (p. 59) shows the two electrograms in figg. 14 b and d

(the thinly drawn curves) and their algebraic sum (the thickly

dravm cur\'e). Before the summation the original films were

magnified so that 1 sec. corresponded to 5.4 cm on the film. Fig.

17 b is an ordinary chorda electrogram recorded in the same ex-

periment. This electrogram consists of all the phases of the normal

electrogram. If this chorda electrogram is compared with the

middle curve in fig. 17 a, which, as stated, represents the algebraic

sum of the two pure components, it is clear that the two curves

are sufficiently alike for the complex normal electrogram in chorda
stimulation to be explained as being composed of only the two
comparatively simple components,

'Hu; derivation of the initial positive wave is seen in fig, 17 a.

Partly it arises owing to a difference in latency between the two
components, but principally it is due to llie positive component
having a more rapid rate of rise than the negative one, so that the
former overtakes the latter at first. The negative continues to

increase after the positive has attained its maximum, a circumstance
that causes the negative drop that succeeds the initial positive peak.

The frequent, !)nt rather varying secondary small positive
wave can n!s(» be explained b\' fig. 17 a. As is often the. case, when
the individual components have been isolated, they may often have
.'i m.ixinnim during the first second of .stimulation, even when they
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Fig. 17. Formation of the chorda electrogram of a positive and a negative

component, a. Algebraical summation of the chorda electrograms in fig. 14 b

{= the upper, thinly drawn curve) and fig. 14 d (= the lower, thinly drawn

curve). The thickly drawn curve = the algebraical sum of the two electro-

grams, each of "which represents an isolated component, b, Ordinary chorda

electrogram from the same experiment as the curves in fig. 14.

are contained in the normal electrogram, and then continue a

comparatively horizontal or slowly changing course. Different

velocities in this fall from the maximum of the different components

may be, assumed to cause the secondary positive wavelet. This

wave, however, is sometimes succeeded by one or two smaller waves.

It is also proved by fig. 17 a that the off-effect is due to the nega-

tive component returning to the baseline earlier than the positive.

— Sometimes there is a succession of rhythmically waxing and

waning waves on the electrogram. This is seen in fig. 18 (p. 60).

This figure represents a chorda electrogram that becomes .rhythmi-

cally fluctuating during stimulation. In repeated stimulation

after compression of the carotids such rhythms are very often
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seen (fig. 15, b, p. 55), though they

usually disappear, when a purely nega-

/ tive deflection is obtained. Tliis indi-

> cates that the positive component alone

^ or interaction between both components
•= is responsible for the rhythm. What

d 5 could be the cause of such rhythms?

<o •£ Rosexblueth, Forbes and Lambert

= (1 933) also observed that sometimes the

= cliorda electrogram as well as the

£ responses that were obtained with pilo-

S carpinc became rhythmically fluctuating.

^ On the basis of these observations they

1 assumed that the electrograms arose

f from the summation of numerous brief

S components.

s Now, rhythmically fluctuating pro-

2 cesses are quite common in the nervous

S system, and it is, of course, possible that

o tlic rhythms originate in processes on

s the »ner\'e-sidc» of the nerve-gland pre-

I para lion (see c.(7. Schaefer, 1940). Such
5 processes could drive the gland rhythmi-

cally. This would be an alternative to

^ the explanation suggested by Rosen-
BEUETH, Forbes and Lambert (1933).

^ 5 On the other hand, it is possible that

secretion can lake place by .synchronized

- activity just as processes do in the

^ ganglions.
“ But there is a third important

possibility which cannot be neglected.

This is that the waves may be caused

by rhythmic activity in the blood vessels

v.hich could Unis produce the driving force, above alternatively
ascribed to the nervous mechanism including the locus sensitive
to j)i!or;iq)ine. In favour of this point of view the fact must be
e/tjphasized that compression of the carotids both affects the
{ifis'itive roinj)onenl and also easily induces rhythmic activity in

the glandular potential and that .stimulation of the sjanpalhetic is

jjartirul.-trly prone to cause periodic %vaxing and waning waves in
thi- ehTtrograrn (rf. fig. 19 Jj, p. G3).
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— The analysis, which enables the complex chorda electro-

gram to he divided into two components, is confirmed by several

facts and phenomena. The question, as to whether the off-effects

are wholly due to the negative component swinging- back
more rapidh’’ after cessation of stimulation than the positive one,

is of particular interest. In the elcctroretinogram only 50 % of

the off-effect could be explained in this manner, among other

things because only one half of the off-effect is removed by renewed
stimulation (Gr.\nit and Riddell, 1934; Granit and Therman,
1937). In the chorda electrogram the. off-effect is completely cut

down by renewed excitation as has already been described. This

confirms the conclusion in a valuable manner that the off-effect

must be due to the known components approaching the baseline

from opposite sides with different speed after stimulation has

ceased, and not to an increase of the positive component or to any
independent positive component. It is most important from this

point of view that when stimulation is superimposed on the

off-effect, the latter is always depressed to immediately below the

level, at which the string lies just before the rise of the off-effect.

This must therefore mean that the rising branch of the latter

is due to the swing-back of the negative component, which can

also be re-introduced a second time by renewed stimulation.

It would seem necessary to explain, why the height of the off-

effect varies in relation to the initial peak. In the middle curve

in fig. 17 a (p. 59), which was obtained by adding up the two
individual components, the top of the off-effect is lower than that

of the initial peak. Tliis is due to each of the components having a

comparatively high maximum during the first second of stimulation,

while at the end of it the height of each of them is considerably

lower. In other cases, however, the individual components follow

a comparatively horizontal course immediately after their having

been activated (cf. figg. 16 and fig. 12 a), and then the maximum
during the first second is not so pronounced. In such cases the

maximum of the off-effect of the complex electrogram lies higher

than that of the initial peak.

^Vllen describing the changes of the chorda electrogram due

to a variety of different factors, the effect of these variations on

the individual components was also studied^ The conclusions

then reached and my analysis of the components mutually confirm

each other. Further support for it will follow from experiments

to be described below, in which interaction between the chorda and
the sympathetic has been analysed.



V. Action potentials of the submaxillary gland

of cats during stimulation of the sympathetic.

Bavi.iss and Bradford (1887) found that the action currents

of the gland elicited by the sjanpathetic were different for dogs

and cals. It lias been pointed out above that the results and con-

clusions reached for the chorda electrogram of cats also apply in

principle to that of dogs. The observation byB.AVLiss and Bradford

with re.spcct to s\Tnpathetic electrograms of cats and dogs vdll be

confinned below. \Miile results with regard to the chorda electro-

gram could veiA' well be compared with those of earlier authors, the

sjnnpalhetic electrogram of cats, which has not been extensively

investigated before except by Bayliss and Bradford and by

Can.von and Cattell (1916), cannot be compared with the sjrni-

pathelic electrograms of other earlier investigators, Avhich were

recorded from dogs.

A. The normal sympathetic electrogfram of cats.

The sympathetic electrograms of cals were recorded in 18

experiments. The course of the .sympathetic response in different

e.xpcriments was not quite as constant as that of the chorda electro-

gram. Besides, the .s\Tnpalhclic electrogram in the same experi-

ment showed variations, tlie cause of which could not be
ascertained. But the variation in llic blood supply is one import-
ant complication that accompanies sympathetic .stimulation and
v.e will show below that it .should he given serious consideration.

Although some variations occurred, it was possible to oslah-

Hsh a fundamental type, of ss-mpalhelic electrogram of cals. Tin's

fundamental l\Tie w.as secured in more than 10 experiments,
including ail those experiments, in which simultaneous stimulation
of I)Oth the chorda and the sjunpalhctic was tried, 'flie course
of a typical svTnpathelic response is seen in fig. 19 a (p, 63).

Tne electrical sign of a sympathetic rc.sponsc of cals is the same
as in the chorda electrogram, i.c. the .surface of the gland becomes



Fig.

19.

Sympathetic

electrogram

of

cat.

a.

Normal]

type.

N

=

.signal

for

sympathetic

stimulation

(29.4

sec.),

P
=

potential

curve,

S
=

secretion

curve.

Calibration

for

a

bv

0..'>

mV.

h.

Kxtrnme

rhvthmin

form

r*oIiKrof

inTi

,ARY GLAND 63

j

>'
s

c
>>
£i

•a

u
c



A. LANGEXSKIOLD.
c?

,.!c:trniHH:r,tive in relation to the indifferent electrode. After

a latent period that varied from 0.3—0.6 sec., but which was

about O.-l sec. in most cases, the curve first rises comparatively

rapid!V. sometimes almost as rapidly as the initial peak of the chorda

electrogram. After the curve has ascended to about 2—3 mV,

there follows as a rule a small negative depression, the size of

which varies slightly. Often it is only a rapid reduction in the

rate of rise of the response curv'e. This small negative depression

is succeeded by a slow ascent and the curve gradually reaches its

niaxinium. remaining at nearly plateau-height for several seconds.

Tijis maximum varies from under 3 to over 6 mV; After it the

curve begins to fall slowly during stimulation. This descent proceeds

at about the same rate as the previous slow rise. Tlie point, at

wliich the fall begins, varies and, as a rule, follows between 8

and 15 sec. after beginning stimulation. Generally the cur\'e

drops during stimulation to a level near the baseline and after-

wards descends slowly, without any off-effect, to the latter.

The electrogram in fig. 19 a thus represents the usual t3'pe of

curve in .s\'mpathetic stimulation of cats. Tliis curve follows a

comparativch' even and simple course. Fig. 19 b, on the other

hand, illustrates a sj'mpathelic electrogram that differs from the

normal tj'pe. This electrogram fluctuates rh^’^thmically, a pheno-
menon prohahh' comparable to the one which is sometimes seen

in tlic diorda electrogram (cf. fig. 18, p. 60). The curve in fig. 19 b
is an extreme case, and the sj'mpatlielic electrograms that differed

from the normal t\'pc in fig. 19 a were intermediarj’’ forms between
these two curves. V’ith sjanpathctic stimulation the gland thus
displa\'.s a certain inclination to develop rhythmic waves. These
rh\'lhms have aircadj' been discussed in connection with the chorda
electrograms (cf. p. 60).

The course of secretion in sjanpathclic stimulation of cats

is subject to greater variations than in chorda stimulation. In

this respect it mirrors the variabilitj' of the sympathetic electro-

gr.am. It has also been possible to prove for the sympathetic
response that a positive deflection is always connected with a

distinct flow of saliv’a in the same way' as in chorda stimulation.
In fig. 10 a it is seen that the maximum of the curs^e in the electro-

gram coincides rouglily with a maximum in the rale of secretion.

It decreases greatly, when the response during stimulation descends
towards the baseline. This was regularly' observed in several

experiments.— The latency' of the secretion in sy'inpathclic stimul-
ation v.arie.s within comparativch' large limits.
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B. Dependence of the sympathetic electrogram on
different experimental factors.

1. Duration of stimulation.

In whatever phase of the sympathetic electrogram the stimul-

ation is discontinued, the curve descends towards the baseline

after cessation of stimulation. If stimulation is discontinued prior

to the time, when the curve would have begun to drop during

stimulation, it descends with comparative rapidity, but, if stimul-

ation ceases later, the curve descends slowly and may even
remain at a level that is above the baseline, from which the start

was made. Thus off-effects as a rule do not occur in sympathetic
electrograms. In some experiments, however, they were observed.

Fig. 20 a (p. 67) shows an electrogram, in which the sympathetic

stimulation was discontinued, when the curve had just attained

its maximum. Tlie cessation of stimulation is succeeded by a

definite off-effect. The occurrence of off-effects in the sympathetic

electrogram indicates that the latter also contains a smallish

negative component. In the typical sympathetic electrogram no

other signs of this component than the small negative notch can

be seen. This notch can in any case be held to indicate that the

sympathetic electrogram is made up of at least two components.

2. Strength of stimulation.

The sympathetic electrograms were obtained with stimuli of

the same strength as those employed in chorda stimulation.

Contrary to what is the case in chorda stimulation, a sympathetic

response to weak stimulation does not differ to any extent worth

mentioning in its general shape from one elicited by strong stimuli.

Only the amplitude of the deflection is increased with increasing

strength.

In the same way as in chorda stimulation, there is an upper

limit above which the sympathetic electrogram is not affected

by further increased strength of stimulation. This limit is the

empirical maximum. In investigating the influence of other factors

on the sympathetic electrogram maximal stimuli were employed.

3.

Mode and frequency of stimulation.

Both induction currents and condenser discharges yielded

electrograms of exactly the same appearance.

Frequencies of stimulation between 10 and 40 induction shocks

5
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or ronticnser dl5chargcs per second were used as a rule in the

experiments. \Mien stimulation was maximal, it was impossible

witliin these limits to find any influence of variations in frequency

on tlic svmpathelic electrogram.

Repeated periods of stimulation.

Repeated periods of sx-mpathetic stimulation were studied in

several c.xpcrimcnts. Tliey did not,-indeed, jdeld as uniform results

ns those obtained by means of repeated chorda stimulation, but

ncverliieless yielded a valuable contribution to the analysis of the

.s\m!pnthctic electrogram of cats, for they showed that this

electrogram must contain a negative component in addition to

the dominating positive one.

Fig. 20 b (p. G7) shows first a sjTnpathetic electrogram of a

comparatively common type. The curve descends towards the

baseline during stimulation, ^^^len stimulation is discontinued,

a weak off-effect ensues, but whether it is a true off-effect is some-

what uncertain on account of the otherwise rather wavy contour

of the re.sponsc. A few seconds after interrupting the stimulation,

it is reintroduced. The result of this renewed stimulation is a

definite negative depression accompanied by a reduced positive

wave,, which again descends during stimulation. Renewed stimul-

ation again results in a negative depression. This is smaller than

the previous one, and no positive wave is obtained any longer. —
Such curA'cs were seen in a few experiments, if sjTnpathetic stimul-

ation was repeated.

In fig. 20 b the. distinct parallelism between the rate of se-

cretion and the positive component is again evident.

The appearance of a negative component is, however, not the

rule in repealed .sympathetic stimulation. It is usual for the

electrogram only to decrease in amplitude each time a stimulation
is renewed and to descend more rapidly during stimulation until

finally no electrogram can be obtained any longer (sec fig. 28,

p. 81). It is a characteristic feature of the sjTnpathctic electro-

gram that it ceases to appear comparatively soon after prolonged
or repeated periods of stimulation. In this connection it is

noticeable that secretion also ceases simultaneously with the
positive component. These observations arc fully in conformity
with the long-known fact (Heideniiaix, 18G8) that only a compa-
r.-itivcly small quantity of saliva is obtained in each period of

sympallu'lic .stimulation, and that secretion ceases rapidly’ in .spile

of continued stimulation.
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C. Synrpatlietic electrogram and tlie so-called

„auginented secretion”.

Ti;e nuumcntcd secretion that is obscn."ed with sympathetic

^tinu'Jalion after previous chorda stimulation is a phenomenon

iinic!i (iiscussed in the literature. As chorda and s3TOpathetic

eieclroqratns were vcr\' often examined in the same experiment

and the scheme of work included simultaneous stimulation of

both nerves, this phenomenon, if mirrored in the electrical response,

miqht have proved a source of error.

In three experiments the siTupathetic was stimulated before

the chorda had been excited at all and also -after the stimulation

of the chorda. definite ^augmented secretion# was actually

noticeable in each case and consisted in a prolongation of the

sN'mpathctic secretion. A parallel change was observed in the

electrogram. Tlic response cur\m fell during stimulation simul-

taneously with the cessation of the secretion. The amplitude of

the deflection of the string, on the otlmr hand, was much the

same in both cases.

llic augmented secretion therefore emphasizes the parallelism

between the flow of secretion and the positive component of the

electrograms. There is no evidence of any ne\v component being

added to the s\Tnpathctic electrogram in connection with this

phenomenon. Tlie facts only indicate that a preceding chorda

stimulation slightlj' prolongs the duration of the positive com-
ponent in this electrogram. "VSnien necessary, this factor has been
taken into account in the analjrsis of alternating stimulation of

the two nerves.

D. Atropine and eserine.

Tiiree experiments with atropine were carried out with sjm-
})nthetic electrograms of cats.

Bavi.iss and BnAnKono (1887) slate that the positive compo-
nent, which dominates the sjTnpalhctic electrograms of cals, is

affected bs' small doses of atropine. Tliis observation agrees
with the results of the present work.

In these three experiments doses of 0.5—1.0 mg of atropine
sulphate were injected intravenoush'. These doses completely
abolished the chorda electrograms, llic amplitude of the .sym-
pathetic electrogram was reduced In* 1/3—1/2, while the latency
and further course of the response were much as before the atropine.
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This effect of atropine on the sympathetic electrogram is also

in accord Tsith Langley’s (1901—02) statement concerning the

secretion obtained by injecting adrenaline into cats; )>It will cause

a secretion from the sub-maxillary gland after atropin has been

given in sufficient quantity to paralyse the chorda tympani ».

— »But after a large dose of atropin, injection of supra-renal extract

into a vein does not cause secretion.#

The influence of larger doses of atropine was not investigated.

In five experiments the sympathetic electrogram of cats was
recorded 'after the injection of eserine which was used in doses

of 0.5—1.0 mg of eserine salicylate. ’WHiile the effect on the chorda

electrogram is very definite, the sympathetic electrogram is not

affected at all by these doses. This observation is important for

the results obtained below, when sympathetic excitation is super-

imposed on the off-effect following chorda stimulation of an

eserinized animal.

E. Ergotamine.

As the negative component of the chorda response could be

isolated with atropine, it was interesting to study the effect on

the sjTnpathctic electrogram of the corresponding sympathetic

»paralyser)) ergotamine.

The effect of ergotoxine on the secretion of the submaxillary

gland in nerv’^e stimulation was investigated by Dale (1906) who
found that it impedes sympathetic secretion, while the chorda

secretion remains intact. This observation was verified by Wolff,

Cattell and Clark (1934).

No investigations appear to have been made on the effect of

ergotamine or ergotoxine on the action potentials of the sub-

maxillary gland. In the present Avork only two experiments were

made with ergotamine (Gynergen), but the results should be

worth mentioning.

In both experiments 0.5 mg of ergotamine-tartrate (Gynergen,

Sandoz) were first injected. In one of them a slight positive deflec-

tion was obtained by subsequent sympathetic stimulation, but

not until the sensitivity of the string had been increased. — In

the other experiment (see fig. 21, p. 67), however, after 0.5 mg
of ergotamine tartrate an electrogram was obtained, in which

the curve (fig. 21 b) after a small positive wave falls below the

baseline and does not rise again until stimulation has been dis-

continued. This response, indeed, confirms the existence of a
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ne-c-nlive coniponcnl in the s^inpathetic electrogram. After the

inj.'ctinn of nnotlicr 0..5 mg of the drug, the same result was

obtained as with the smaller dose in the former e.\periment. The

vdiole negative component disappeared and only a small positive

dcfiection remained (fig. 21 c) which equalled about 6 % of the

control curA'c (fig. 21 a) before crgolamine. In fig. 21 c stimulation

w.as repealed 3 times. The small deflection appears in each case.

— .Vfler ergolamine no secretion could be observed in stimulating

the .syrnpntlictic.

'riius, the negative component was not obtained in a pure form.

This may be due to the circumstance that the difference of the

two components in sensitivity to ergotamine in the sympathetic

electrogram may not be sufficiently selective for an isolation of

either of them by this poison.

Neither the chorda electrogram nor the corresponding secretion

curve were affected by ergolamine. The results thus fully agree

with the obscrA-alions of Dale (1906) and Wolff, Cattell and
Ci-MUv (1931) concerning the influence of ergotoxine on the secrc-.

tion from the gland.



VI. Action potentials of the submaxillary gland

of cats during simultaneous stimulation of the

chorda and the sympathetic.

A much discussed problem that is important from the point of

view of both nerve and gland physiology and still remains unsolved,

is the question of the innervation of the secretory cells in the

salivary glands. It is known that they are innervated by the chorda

iympani and the sympathetic, both of which function as actual

secretory nerves. What elements are innervated by the chorda

and what elements by the sympathetic, or whether possibly all the

elements are innervated by both nerves, are questions that still

await a final solution.

As it must be assumed that the action potentials of the sub-

maxillary gland are intimately connected with the function of the

secretory cells, it is only natural that it should be possible by electro-

physiological means to solve the problem of the innervation of the

salivary glands. — By stimulating one of the nerves during excit-

ation of the other a response curve should be obtained, from which

it should be possible to conclude, whether both nerves innervate

different elements or not. In the former case the normal electro-

gram from one nerve should be superimposed on that of the other,

in the latter case there should be partial or complete occlusion of

one by the other. On the basis of experiments of this general type

Cannon and Cattell (1916) and v. Harreveld (1930 c) came to

similar results. The latter concluded that the chorda iympani and

the sympathetic innervate different elements in the gland, one

possibly the mucous, the other the serous cells.

— In the present work 9 experiments were made with simulta-

neous stimulation of both nerves. The results -were very uniform,

and contrary to those obtained by earlier investigators, w'ho

apparently did not use maximal stimulation, without which the

problem obviously cannot be solved.



sympathetic

stiniiiintion

(later

part),

(Cal,)

A. LA^•Gr.^SKlOl.D.

f A. Sympathetic stimulatioii

I duringr chorda stimulation.

If.

u

o

Cl
Cl

SjTnpathctic stimulation was in-

troduced a few seconds after the

initial changes of potential following

chorda stimulation, i.e, when the

chorda electrogram had adopted a

fairly straight, slowly rising course.

Sjaiipathetic stimulation w-as discon-

tinued in advance of cessation of

chorda stimulation, Tlie first part of

the curve in fig. 22 shows the result

of such an experiment. Sympa-

thetic stimulation, marked by the

horizontal band in the middle of the

curve, produces no change wiiatever

in the normal chorda electrogram!

As a control, sympathetic stimulation

was renewed (in fig. 22) immediately

after the off-effect of the chorda

electrogram had passed. This excita-

tion now produces an ordinary sym-

pathetic response. On this a short

chorda stimulation w’as superim-

posed, which now produces the phe-

nomenon to be described below in fig.

23 a.

Sympathetic stimulation superim-

posed on the response of maximal
chorda stimulation, was recorded

photographically' more than 15 times

and the result was always the same.

Sympathetic stimulation produces no

change whatever in the normal

cliorda electrogram. Nor can any
change l)c .seen in the course of se-

cretion.



COMPONENT POTENTIALS OF THE SUBMAXILLARY GLAND. 73

B. Chorda stimulation during sympathetic stimulation.

Stimulation of the chorda was, as a rule, superimposed on the
maximum of the sjinpathetic response. Fig. 23 a (p. 74) illustrates

the result which is rather remarkable.

After a latency corresponding to the latency of the negative

component of the chorda electrogram (0.4 sec.), the chorda stimul-

ation superimposed on the sympathetic electrogram produces a

strong negative deflection, after which the curve follows the slowly

rising course 'characteristic of the isolated negative component of

the chorda response. When the chorda stimulation is broken off,

the curve ascends as the rising phase of an ordinary off-effect, but
stops at the level of the normal sympathetic electrogram thence to

continue as an ordinary sympathetic response. Fig. 23 b shows
the control curve for the chorda electrogram, fig. 23 c the control

curve for the sympathetic electrogram.

The phenomenon described is similar to what occurs, when
chorda stimulation is renewed on its own off-effect (see above,

fig. ll,p.44, and fig. 13 c, p.50), and also similar to the »reversal

of the sign of the response# described by Cannon and Cattell

(1916). The fact that the off-effect is depressed by renewed chorda

stimulation, has already been explained. It means that the positive

component is still present as an off-effect, while the quickly dis-

appearing negative component has ceased and is ready to set in

afresh with the new stimulation.

When chorda slimulalion is introduced on the sympathetic electro-

gram, the negative component of the chorda electrogram is obtained,

superimposed on it. This must signify that the positive component

of the chorda response is already present in the maximum of the

sympathetic response, i.c. that the positive components of both

electrograms are identical.

If chorda stimulation is introduced before the sympathetic

electrogram has attained its maximum, a small positive component

in the form of a small initial peak is obtained in response to the

chorda stimulation. This phenomenon is seen in fig. 24 (p. 74).

This curve also clearly illustrates the fact that only the rising phase

of the off-effect appears, when the chorda stimulation is discon-

tinued at the maximum of the sympathetic electrogram.

The consequence of the positive components of both electro-

grams being identical must be that both electrograms with respect

to these components have their origin in the same processes

in the same elements in the gland. — The phenomena described
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1 sec.

23. Cliorda .slinnil.'ition durinfj synipalliclic Klimulalioii. (Cat.) a, A
pt riod of rliord.i stimulation lasting 3.8 sec. was introduced immediately before

the 'ympntlielir electrogram woidd have attained its maximum, b, Control

rtirse lor llic chorda electrogram, c. Control curA'c for the sympathetic
electrogram.

-rrh. Stiimil.-ition during sympathetic stimulation. (Cat.) After the
> th»- chorda stimulation the curve ascends to a level, at which it
remains during continued sympatliclic stimulation.
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also verify the analysis of the compo-
nents of the chorda electrogram in a very
convincing manner. The curve in fig.

24 proves that the off-effect of the chorda
electrogram is due to the negative com-
ponent ending before the positive one.

In this curve the positive component
continues undiminished on account of

the continued sympathetic stimulation

after the negative component has ceased.

Tlie calculated latency of the negative

component was also verified in these

experiments.

The observation described above,

that sympathetic stimulation introduced

on a chorda electrogram does not alter

the latter, agrees completely with the

conclusion that the -positive components
of the chorda and sympathetic electro-

grams are identical.

C. Sympathetic stimulation

during: „eserine off-effects”.

The question as to the small negative

component of the sympathetic electro-

gram also seemed worth attacking with

these methods. That such a component

must exist, had already been shown by
experiments described above.

As the negative component of the

chorda electrogram could be obtained

superimposed on a sympathetic electro-

gram, it seemed possible that the small

negative component of the sympathetic

electrogram could be isolated superim-

posed upon the long »eserine off-effect»

after chorda stimulation, seeing that this

off-effect represents the positive com-

ponent of the chorda electrogram in a

pure and maximal form. These off-

effects also had a sufficiently horizontal
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rnun^e to let tiic form of nny negative component superimposed

upon it appear %vilh minimal distortion.

Fio. 2.') (p. 75) show.s a chorda electrogram after the injection

of 0.5 nig of c.'^erinc salicylate. Two shorter sjmipathetic excitatory

periods were introduced on the long and powerful off-effect. Both

tinns a vor%‘ definite negative deflection was obtained. On cessation

of the sympathetic stimulation the. cur\'c rises again slightly, 'fliese

nciiative deflections must ho the negative component of the s>Tn-

pnlhctir electrogram in its pure form.

'Hie c.'^erine off-effect, which represents the positive component

of the chorda electrogram, is identical with the positive component

of the sympathetic electrogram according to the results described

above. Therefore, as had been predicted, a sjonpathctic stimulation

on this off-effect elicited the .small negative component superim-

posed upon the large positive one.

In the curve of fig. 25 sympathetic stimulation was renewed

as n control after the cscrinc off-effect had descended to the baseline.

It now produces an electrogram of the ordinary type with both a

positive and a negative component.

If sjanpathcfic stimulation followed chorda stimulation of a

heavily c.scrini7.cd gland (cf. fig. 13 b), so that the duration of the

negative component had also been prolonged and no off-effect

was present, the curve, as expected, was not altered at all by sym-
pathetic stimulation. The negative component is in this case

present in almost full size long after chorda stimulation has ceased.

Considering that .sjuipalhelic stimulation during chorda sti-

nuilution docs not in any way affect the normal chorda electrogram,

while the negative component of the sympathetic electrogram is

produced on the off-effect, it must be assumed that this negative
component is identical with a part of the negative component of

the chorda electrogram.

D. Course of secretion during: simultaneous stimula-
tion of the chorda and the sympathetic.

Tile experiments on simultaneous stimulation of the chorda
and the sympathetic also contributed towards eludicating the
relation between action potential and secretion. It is evident
from expirirnents already described that the positive component
is a!u a% s combined with a definite flow of saliva, wliilc the negative
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neJ^'a^ "^Sative

23., p. 74). an “”P»nent (fig.

(fig. 22 is a single exception) Probablv tT
seen

also has some connexion ^-th the
component

also fig. 13 c, p. 50).
mechanism of secretion (cf.



VI f. Action potentials of the submaxillary gland

due to intra-arterial injection of acetylcholine

or adrenaline.

Recent rc=;enrches have ?Iio\vn that the effect of the nerves on the

enlivary glands is probably transmitted chemically, the parasympathetic

effect by means of acetylcholine (Ginns and Szeloczey, 1932 a and b;

IlAnKiN. STAvr.AKY and Alley, 1932; Wolff, Cattell and Clark, 1934)

th‘" sympathetic effect by sympathin (Wolff, Cattell and Clark, 1934),

the latter being probably identical with adrenaline.

It has been known for a long time (Langley, 1901—02) that adrenaline,

injected into the blood vessels, causes secretion from the submaxillary

gland, and A.vocihn and Anochina-Ivanova (1929), A. v. BeznAk (1932),

.^l. Beznak and Farkas (1937) and Ginns and McClanahan (1937) found

that the gland secreted upon injection of acetylcholine.— The recording of

action potentials from the submaxillary gland in response to intra-arterial

injections of acetylcholine (.\ch) or adrenaline (Adr) was of interest in

iLelf and also because there were differences of opinion as to a possible

cholinergic effect of sympathetic stimulation (Secker, 1934 a and b, 193G;

Felurerg and Guimarais, 1935 a and b).

In the experiments with Ach and Adr in the present work injections

Wire made into the common carotid artery on the side of the prepared

gland. The chorda tt/mpani and the cervical .sympathetic trunk were severed.

The .'solutions were warmed up to body temperature. Just before the injec-

tions the common carotid artery was compressed somewhat above the

fioint of injection. In one experiment all the branches of the artery except
the a. subrnaxillaris were ligated. This experiment, however, yielded the

same result as the others, in which no ligatures were made. — As all the

experiments with Ach and Adr were made at a comparatively early stage

of the present work, the ba.scline of the instrument was slightly more
unstabln than in later experiments, and the cour.se of secretion was not
r-'<'orded.

A. Acetylcholine.

Intra-arterial injections of Ach were made in three experiments.
.A.Uoj(ethcr Ifi .succc.ssful curves for action potentials were recorded
in ronnedion ivith the injections. These were made with Ach-
rhloride dissolved in 5 % XalUPO^ (1 mg Ach/cm^), this solution
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Fig. 2G. Action polenlinls of the submaxillary gland of the cat on intra-

arterial injection of acetylcholine, a. The signal on the upper edge of the film

marks the time of an injection of about 0.7 y Ach into the common carotid

arterj'. b. The signal marks an injection of about 1 y Ach. Calibration for b

by 0.5 mV. c, Injection of indifferent control solution after a preceding Ach
injection. Calibration for c by 0.5 mV.

being diluted just before the experiment with Ringer’s solution to

a concentration of 2 y Ach/cm^ As a control Ringer’s solution was

used with a content of NaH2P04 corresponding to that of- the in-

jected Ach solution.

"WTien a control solution was injected before Ach, no response

was obtained from the gland. After Ach-injections, however, changes

of potential were regularly observed also in connection with the

injections of control solution.

Fig. 26 a shows a response obtained after injecting 0.3 cm® of

Ach-solution, containing about 0.7 y Ach, intra-arterially. The

time of the injection is marked approximately by the signal above

the curve. The response displays an unmistakable likeness to the

normal chorda electrogram. A definite initial peak, a smaller
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secondan' positive •wave and a subsequent slow ascent are seen.

All the other Ach-electrograms also displayed great resemblance

to the chorda electrogram. All were pelj-phasic during the first

few seconds, an indication that Ach, like chorda stimulation, acti-

vates both a positive and a strong negative component. The

occurrence of a strong negative component in the Ach curve is

clearly evident in fig. 26 b which illustrates a response to an injec-

tion of about 0.5 cm^ of Ach-solution (1 y Ach). In this curv^e the

string makes a strong negative deflection after the initial positive

peak. A larger or smaller negative deflection of this kind extending

below the baseline occurred in 5 electrograms obtained "with Ach-

injection.

Fig. 26 c represents a tj'pical deflection obtained on injecting

control solution after an Ach injection. Tlicse deflections dis-

appeared after the gland had been washed out several times.

B. Adrenaline.

Fig. 27 a and b (p. 81) display two typical curves obtained by
intra-arterial injection of Adr. In both cases 0.8 cm® of Adr-solution

were injected, this volume containing about 0.05 mg of Adr. Tlie

response to adrenaline was studied in three experiments, but in

these only 5 curves could be obtained in all. This was due to the

fact that after an Adr-injcction no deflections whatever, nor any
secretion was obtained from the gland by a subsequent Ach or

Adr injection. This was probably due to the solutions not reaching

the gland owing to strong contraction in the vessels. The other

three rc.sponsc ciirccs had the same appearance as those of fig. 27.

In .spite of the few e.xperimcnts, it should be possible from their

complete uniformity to conclude that Adr in contrast to Ach, does

not activate any strong negative component, because all the curves

are almost monophasic and consist of an apparently pure positive

deflection.

C. Discussion of Ach and Adr.

The electrical response of the submaxillar\' gland on injection

of Adr had been recorded both by Cannon* and Cattell (1916)
and V. liAiiREVEr.n (1930 a). The former made the injections

inlrrivonously, the latter intra-arterially. Dicse investigators

fdd.ained curee.s that corresponded entirely to the .sjTnpathetic

vlectrograrns. It should be noted in this connection that Can.non



81
COMPONENT POTENTIALS OF THE SUBMAXILLARY GLAND.

and Cattell worked witli cats and obtained a positive deflection

to botli sympathetic stimulation and Adr, while v. Harreveld
on dogs obtained a negative deflection in both cases. It was con-

firmed in the experiments described above that both methods of

stimulation in cats produce a mainly positive response.

6
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The electrical response of the gland due to Ach-injection had

not been recorded previously.

Tlie difference between the electrical responses of the sub-

maxillar}' gland of the cat due to Ach and Adr was thus proved

to correspond to the difference between the chorda and the s}Tn-

pathetic electrograms. The chorda and Ach activate a strong positive

and a strong negative component, while the sympathetic and Adr
chiefly activate a positive one.



VIII. Relations between chorda and sympathetic

electrograms.

A. The chorda and the sympathetic activate the same
processes.

From the experiments illustrated in fig. 22—25 it is evident,

as already stated, that the positive component in the sympathetic

electrogram is identical with the positive component of the chorda

electrogram. Tlie negative component of the sjunpathetic electro-

gram is also identical with a fraction of the negative component
in the chorda electrogram. It must follow from these facts that

the chorda and sjunpathetic responses both have their origin in

the same processes in identical elements in the gland, though to

some extent the chorda effect predominates quantitatively. If, as

must be assumed, the action potentials are connected with the

secretory function of the glandular cells, it follows that the sym-

pathetic jointly with the chorda innervates the same cells in the

gland. This agrees, too, with the overlapping in innervation that

is found in organs innervated by the vegetative nervous system.

Tliat Cannon and Cattell (1916) and v. Harreveld (1930 c)

obtained contrary results was probably due to the submaximal

stimuli, in the work of the latter probably necessitated by the fact

that he did not succeed in eliminating the artefacts of stimulation.

It is therefore probable that, in stimulating the first nerve, not all

glandular elements were activated, and that the remaining ones

were thrown into activity during stimulation of the other nerve.

It is also possible that v. Harreveld stimulated the second nerve

after all or some of the glandular elements had become refractory

to the stimulation of the first (cf. fig. 28, p. 84), and we have

seen above how complex curves can be given by such interference

phenomena.
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B. Diminution of the electrograms with prolonged
and repeated periods of stimulation is due to the

influence of other processes on those responsible for

the potentials.

Tlie positive component in the sympatlietic electrogram can

attain the same size as the positive component in the chorda electro-

gram, which implies a total over-

lapping on the part of the effect of

both nerv'es in regard to this com-

ponent (cf. figg. 22—25, pp. 72—^75.)

Tlie positive component of the

sympathetic electrogram, however,

rises more slowly than that of the

chorda electrogram (cf. fig. 16, p.

57 and fig. 19 a, p. 63), This

probably also holds good for the

negative components. The positive

component soon declines during

sjTnpathetic stimulation and is

quickly diminished after repeated

periods of stimulation (cf. fig.

28). The positive component in

the chorda electrogram is con-

siderably less sensitive to prolonged

and repeated periods of stimulation

(cf. fig. 5 b, p. 31 and fig. 9, p. 41).

As the component potentials of the

chorda and the sjunpathetic electro-

grams have been shown to be

qualitatively identical, the differen-

ces in the rate of rise and in the

sensibility to prolonged stimulation

must be due to differences in pro-

cesses that arc not identical with

those which arc directly responsible

for the potentials. It is also evident

from fig. 28 that the diminution of

the .sjnnpathclic electrogram is not
due to an actual refractoriness of

the potential mechanism. Subsc-
queiil chorda stimulation gives rise

to a practically nonnal electrogram,

’) Mov. of snliv.n rct.'tritpi) hy disturhiiif; factors.
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while at the same time the sympathetic electrogram is diminished

to next to nothing. On the other hand, it is not impossible that

the gradual reduction of the negative component in the course of

a long experiment, may be due to an actual exhaustion, and then

the diminution noticed may possibly be connected with the dis-

appearance of organic secretory material from the cells (cf. p. 96).

— We know that the sjonpathctic electrogram can be elicited

after the chorda electrogram has been extinguished by atropine,

and that the latter electrogram is obtained after the former has

been removed by ergotamine. Tlie effect of atropine takes place

at a locus which is peripheral relative to the locus of Ach-formation

between the postganglionic neuron and the glandular cell (Gibbs

and SzELoczEY, 1932 b). The processes behind the potentials

therefore lie distal to the points, where Ach or Adr act on the glan-

dular cell.

C. The difference between chorda and sympathetic
electrogframs with regfard to the positive component.

Tlie phenomenon that has been called »augmented secretions

(sympathetic stimulation after chorda) has been shown in the

present work to be connected with a prolongation of the duration

of the positive component in the sympathetic electrogram. Me
Intosh and Rawltnson (1935) have shown that the saugmented

secretions is probably connected with increased sensitivity to

sjTTipathetic stimulation in the secretory cells.

The duration of the sympathetic secretion as well as of the

accompanying positive component must therefore be determined

by a process that lies so far in the periphery that it can be influenced

by both the chorda and the sympathetic, i.e. beyond the place

where Ach and Adr are produced.

We also know that injection of adrenaline could not cause the

protracted, continuous secretion characterizing continuous injec-

tion of Ach or chorda stimulation (Anochin and Anochina-Ivanova

1929; Gibbs and McClanahan, 1937). As the positive component

in all respects varies in parallel with secretion and as the elements

responsible for the potentials must be the same in chorda and

sympathetic stimulation, there is reason to assume , that the

positive component (as well as the secretion), Which is identical in

both cases and can attain the same size, has a different rate of rise

and duration according to whether Ach or Adr is acting on the gland.
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The same conclusion is reached in anotlier way wliicli may

provide an explanation of the difference in the rate of ascent and

disappearance of the positive component in different electrograms.

Wc know (see p. 53) that tlie positive component in the chorda

electrogram is greatly diminished by repeated periods of stimulation

after compression of the carotids. Besides, the rate of rise of this

component is then reduced (cf. figg. 14 and 15, pp. 54—55). Com-

pression of (he coroUds may have the same effect as the contraction of

[he. vessels that is produced by sympathetic stimulation and adrenaline.

This well e.rplains why the positive component of the chorda clcclro-

yram, after compresision of the carotids, acquires the properties that

arc characteristic of the positive component of the sympathetic electro-

gram.

— The analogy between the behaviour of the positive compo-

nent in sj'mpathetic stimulation and in chorda stimulation with

closed carotids is emphasized also by Northrup’s (1935) results

on the metabolism in the gland under nerve stimulation. After

exhaustive s^Tupathetic stimulation the increase in the lactic acid

of the gland is about 4 times larger than after similar chorda sti-

mulation. Northrup assumes that this difference is due to the vaso-

constriction in s}Tnpathetic stimulation retarding the processes

of recoverj' in the gland. — It is natural that it should be possible

to obtain a similar effect by blocking the carotids. — Barcroft’s

(1908) statements concerning the oxygen and carbon dioxide

metabolism in the gland lead to similar conclusions. In stimulating

the chorda Barcroft found that the metabolism was increased

threefold in comparison with the gland at rest. In stimulating the

sympathetic of cats he found that the consumption of oxygen was
roughly the same as in the resting condition, while the production
of carbon dioxide was reduced. Chorda stimulation is connected
with increased metabolism, sympathetic stimulation is not. —
It is obvious that the increased metabolism which usually accom-
panies chorda stimulation cannot take place in an asphjTciated

gland.

We therefore conclude: The chorda (Acli) and the sympathetic
(Adr) act syncrgisfically on the process responsible for the positive

component of the electrical response, but the cour.se of this component
becomes different in the two cases on account of differences in the

blood supply to the gland. Tliis component is dependent on a suffi-
cient supply of blood.

.•\s the rate of secretion varies in parallel with the positive
roniponcnt this conclusion must also apply to the process of secretion.
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This is all the more significant, as practically the same conclusion

was reached as regards the secretion by Carlson, Greer and Beght
(1907—08), although it did not gain general recognition as an
explanation of why sympathetic stimulation only produced secre-

tion of short duration.

Carlson et. al. mostly -worked on dogs which slightly complicates

the comparison of the results, but their conclusion regarding the

influence of the circulation on the secretion is nevertheless applic-

able to the positive component of the electrograms. This is empha-
sized by the following facts: Sympathetic stimulation produces

more secretion in cats than in dogs. The vasoconstriction due to

sympathetic stimulation is greater in dogs than in cats (Carlson,

Greer and Beght, 1907—08; Carlson, 1907), The positive

component in the sympathetic electrogram of cats is easily reduced

by excitation; the corresponding component in the sympathetic

electrogram of dogs is scarcely discernible (seep. 90). — Since these

facts indicate that the difference betw'een the positive component
in the sympathetic electrograms of cats and dogs is only quantita-

tive, the electrophysiological results also verify the follo-wirig state-

ment by Carlson, Greer and Beght: »With the arterial blood

supply to the gland almost shut off in the dog, stimulation of the

chorda produces only a few drops of saliva, and after periods of

rest subsequent stimulation of the nerve yields gradually less

saliva. We have here, apparently, a duplication of the usual rapid

failure of the secretory nervous mechanism typical for the- sym-

pathetic secretory fibres in the dog.)> — The conclusions of these

w'orkers concerning the variations in the composition of the saliva

agree very well -with the electrophysiological results. I shall return

beloxv to this "question.

D. The difference between chorda and sympathetic

electrograms in regard to the negative component.

Intra-arterially injected Ach activates both a strong positive

and a strong negative component, wdiile injection of Adr seems

to activate only the positive component. The negative component

in the chorda electrogram is large, the negative component in the

S3mipathetic electrogram is very small. This difference between the

chorda and sympathetic electrograms can therefore be explained

by the different effect of Ach and Adr on the gland. From this it

follows that the difference betw'een chorda and sympathetic re-

sponses can be considered to be due mainly to some processes in
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the gland reacting differently to Ach and Adr or only to one of

them.

Whereas the positive components in the respective electro-

grams are produced by the same processes in the same elements

and the differences between them are due to external factors such

as the blood supply, the cause of the difference between the negative

components in the two cases is less clear. The negative component

in the sympathetic electrogram is considerably smaller than the

corresponding component in the chorda electrogram. Tlie chorda

innervation is therefore in this respect somehow more effective

or more complete than the sympathetic innervation.

The chorda inner\'ation may be more complete in such a manner
that it reaches some cells which are not innervated by the sym-
pathetic, or else the chorda may stimulate the individual cell more
effectively. We cannot at present differentiate between these

alternatives. We only know that all cells in the gland that give an

electrical response to sympathetic stimulation (Adr), also react

to chorda stimulation (Ach).



IX. Action potentials of the submaxillary gland

in dogs.

As most of those who had previously investigated the electrical response

of the submaxillary gland, performed their experiments on dogs, it was
held important to study the electrograms in that animal. Bayliss and
Bradford (1887) and v. Harrevedd (1930 a) had stated that the sympa-
thetic electrograms of dogs were mainly negative. That this is not the

case in cats has been shown clearly in the present work. This difference

between dogs and cats Bayliss and Bradford connected with the find-

ings (Eckhard, 1860; Heidenhain, 1868) that the sympathetic saliva

of dogs was more viscid and contained more organic material than the

chorda saliva, while the sympathetic saliva of cats was more Avatery and

contained less organic material than the chorda saliva (Langley, 1878,

1885). These facts, that the sympathetic saliva and the sympathetic

electrograms are different in the two species, while the chorda saliva and

electrograms are alike, point to a connection between the components
of the electrogram on the one hand and the composition of the saliva on the

other. The statements of Carlson, Greer and Becht (1907—08) and of

Carlson (1907) that vasoconstriction in sympathetic stimulation of dogs

is stronger and that this probably affects the composition of saliva also

suggested that it Avould be worth while recording electrograms of dogs.

A. The chorda electrogram of dog’s.

The chorda electrogram of dogs was recorded in 4 experiments.

It has already been mentioned that the chorda electrogram of

dogs corresponds to that of cats. The only difference was that the

chorda response almost invariably displayed a small negative

preliminary wave, looking like the a-wave in the electroretinogram.

This is very seldom seen in the chorda electrogram of cats.

Fig. 29 b (p. 90) shows a chorda electrogram of a dog. The

negative preliminary wave is smaller in this curve than usual.

Fig. 29 a illustrates a normal electrogram of a cat. The difference

between these two curves is insignificant. The normal chorda

electrogram of dogs therefore lies within the limits of the variations

of the normal electrogram of cats.
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B. The sympathetic electrogram of dog:s.

'Die sympathetic electrogram of dogs was recorded in 3 experi-

ments. AI! of them verified the statement of Bayliss and Brad-

rcjRD (ISS7) and v. Harreveld (1930 a) that this electrogram is

of opposite sign relative to the chorda electrogram, I'.e. that the

outer surface of the gland in sympathetic stimulation becomes less

electronegative in relation to the indifferent electrode. Fig. 29 d

represents a ty'pical electrogram of this kind. It will be seen

a
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that it consists of a comparatively small negative deflection, the

maximum amplitude of which is about 0.5 mV. The latency,

which varied very much, was in this case almost 1 sec. In this

curve the maximum is not reached until stimulation is over, and
the curve ascends very slowly again to the baseline. This slow

course of the process was regularly seen. In a few curves a small

initial positive wave could be seen, indicating that the electrogram

also can contain a positive component.

The sympathetic electrogram of dogs was accompanied as a rule

by a scanty Secretion of saliva. The secretion recorded in fig. 29 d

may be described as unusually good.

Fig. 29 c shows, for the sake of comparison, a normal sympa-
thetic electrogram of a cat. It is therefore evident from fig. 29

that the chorda electrograms of dogs and cals are identical, whereas

the sympathetic electrograms are of opposite sign. Bayliss and

Bradford’s (1887) interesting observation must thus be regarded

as confirmed.



X. Some central problems in the physiology of

the salivary glands in the light of electro-

physiological results.

A. Views of other authors on the parasympathetic

nnd sympathetic innervation of the submaxillary
gfland.

The question as (o wliefher the chorda tympani and the n.sympaticus

innervate the same or different cells in the gland was already the subject

of discussion during the latter half of last century. Heidknhain (1868)

maintained on the basis of thorough investigations, that the chorda and

ih'- symiialhetic innervated the same cells, an opinion which he based,

among other things, on the fact that sympathetic stimulation after protract-

ed chorda .stimulation produced a saliva containing less mucine than before

chorda .stimulation. llF.inEMiAiN thought that a protracted chorda stimul-

ation impoverishes the cells of mucine, so that the latter is not availalde

for a subsequent .sympathetic stimulation.

Lanolky (1889, 1890), whose Avholc conception of the innervating

nvciiani-sm of the salivary glands differed from Heidenhain’s (1868), held

that tlie chorda and the .sympathetic innervated different cells in the gland.

LANOErv b:i.sf‘d his view, among other tilings, on the fact that during

histological investigation he had found that some cells always remained

in a state of rest in .spite of preceding strong chorda stimulation. This

viev, that the two nerves innervate morphologically different elements,

v,;!'! shared by Oaskei.l (1920).

Sub'cquentiy other investigators also discussed this problem.
.\mong the investigators who recorded the electrical response of the gland,

Can.so.s and Cattei.!, (19IC) nnd v. IlAnnEVELD (1930c) expres.sed views
on th!-. M!bJf^'f. They considered that both nerves activate different cle-

in' nt*= in tb<’ gland.

lure IS r-rnarked in 1928 that Ihc Avhole question concerning the

i:.n< rv.!tion of the glandular edements called for many entirely new inves-
— The innervation problem was discussed by IIoi-ZLohneii and

.'.tr <,i r.TiAr.r in 19.32. They held that Goi.t)EMJERo’.s (1921) observation,
tl. it b-jtb rliorda nnd Kympallielic secretion were affected by previous
^timtd ition of tin' either nerve, indicated that both the nerves innervate
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ihe same cells. Goldenberg’s observation was further verified by Holz-

lohner and Airapetianz. They also lield that sympathetic stimulation

elicited only a part of the effect obtained by chorda stimulation, an

opinion that agrees very well with the observation made in the present

work, that the sympathetic electrogram corresponds to a fraction of the

chorda electrogram.

Babkin inclined in 1928 to the opinion that the same cells could give

off saliva of different quality. Later, however, Babkin (1934) also stated

opinions on the question of the composition of the saliva and of gland inner-

vation. He wrote as follows: »The secretory activity of such glands is not

regulated cn masse, but various nerves (for example, those innervating the

submaxillary gland) or chemical agents stimulate or inhibit each set of

secretory elements separately.# — » . . . it may be concluded that the

qualitative changes which occur in many digestive secretions under various

conditions of stimulation are due to the unequal quantitative activity of

different groups of secretory cells in a given gland.#

Several investigators have expressed views on the innervation of the

glandular cells on the basis of histological results. Moloy and Smith

(1930) found changes after chorda stimulation in the mitochondria in the

submaxillary gland of rabbits in both the )>lropochrome» and »homeo-

chrome# cells, but none after sympathetic stimulation, from which they

concluded that both kinds of cells in the gland were innervated by the

chorda iympani. Stormont (1932) arrived at the result that the »tropo-

chrome# cells of the submaxillary gland of rabbits were innervated by
the sj'mpathetic, while the »homeochromei> cells and the duct cells were

innervated by the chorda tyrnpani. This view was based on the histological

picture after degeneration of the sympathetic paths and on experiments

with nerve stimulation.

Rawlinson (1933) found that chorda stimulation of medium strength

caused changes only in the I'alveolar# cells in the submaxillary gland of

cats. In the case of strong chorda stimulation indefinite changes in the

•demilune cells# were also obtained, which, in contrast to the »alveolar

cells#, were greatly altered after sympathetic stimulation. In the »demilune

cells# changes occurred after the injection of adrenaline in the same way
as after sympathetic stimulation. Rawlinson concluded that in the sub-

maxillary gland of cats the »alveolar cells# were innervated by the chorda,

the »demilune cells# by the sympathetic. This conclusion was supported

by investigations of glands in a »paralytic state# (Rawlinson, 1935 b). In

the cells in the striated ducts Rawlinson (1935 a) obtained changes both

when the chorda and the sympathetic were stimulated.

McIntosh and Rawlinson (1934, 1935) found that the so-called »aug-

mented secretion# remained, although the chorda secretion had been

removed by atropine. After atropine chorda stimulation thus still produces

an increase of subsequent sj^mpathetic secretion. The histological material

of this work (1935) was worked up by Rawlinson (1936) wdio found that

under the influence of atropine the chorda produces changes in the »demi-
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luH' c- !i>> wiiich Win.’ held to be innervated by the .sympathetic (Raw-

It*33. 1P33 b}. On the basi.c of these physiological and histological

‘i.dts it w.f^ r>«i:med (McI.NTOsn and R.awlinson, 1935) that by diffusion

0.' n:r;v;ch(-'iine from the cell.' innervated by the chorda an effect was

ohleir.^'d on the cells innervated by the sA-mpathetic. Rawlinson did not,

hov. rVi r, a- 5ume an actual double innervation of the »dcmilune cells*.

J.ir.vi (ioS'ji found that injection of pilocarpine produced complete

di. apji'-nr.inre of the granules from both mucous and serous cells in the

; uMir.'rual gland of cats. From this he concluded that the chorda innervates

! -th hind' cf celhs in this gland.

Frr.viNf. and McIntosh (1934, 1935) established that degeneration of

thf‘ chorda caused a much stronger and more protracted secretion to sym-

pathetic stimulation and adrenaline than under normal conditions. The

niG=t probable explanation of this was held to be that the paralytic gland

continuously received impulses from the postganglionic fibres of the

chorda. It was therefore supposed that the increase referred to in the

.cympatlietic and adrenaline secretion was analogous to the so-called »aug-

menlcd .'accretion*. Bolli these phenomena were thought to be interesting

examples of .syncrgi.sm between the sympathetic and parasympathetic

.ciU'pIy. Tiic nh.scnce of antagonism between the two secretory" nerves of

the .subninxillary gland, and the synergism between the adrenaline and
.arotylciiolinc in this ca.se is also pointed out by CuAuciiAnn, CnAuciiAnn
and CnAvcHAfin (1937) as characteristic of the neurosecretory system of

this gland.

B. The double innervation of the submaxillary g-land

in the ligrht of electrophysiological results.

It is evident from wJiat has been said that tlie question concern-
ing tlie SATTipatJictic and parasyrnpatlietic inncrx'ation of the secre-

tory cells in the submaxillarx' gland cannot by any means be
considered to have l)cen solved.

Jlic eleclrophysiological results obtained in the present work
by means of simultaneous stimulation of both the chorda and the
.sympathetic Ijave undoubtly .shoxvn that the processes behind the
potentials in the submnxillaiy' gland are localised to identical
elements in both chorda and sympathetic stimulation. If the dif-
ferent processes (positive and negative component) arc localised
to the same or to different elements is not known. As the
result.s of several earlier authors have shown convincingly that the
secretory cells themscivc.s give rise to the changes of potential
(Bayuss .and Bn.\r)FonD, 1887; Bradford, 1887, 1888; Cannon
nnd (^ATiKi.i,, 1910; v. Harrkveld, 1930 c), it must be concluded
tb.-it in the suhmnxillary gland of cats all secretory cells that arc
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innervated by the sympathetic, are also innervated by the chorda

tympani, but that the chorda innervation in one way or another

is more complete than the sympathetic innervation.

Seeing that the results in the present work support the general

opinion that the chorda acts over acetylcholine and the sympathetic

over adrenaline, it must be assumed that all secretory cells in the

submaxillary gland of cats that are affected by adrenaline, are

also affected by acetylcholine, and that the acetylcholine effect

on the gland is more complete than the effect of adrenaline.

If Babkin’s (1934) opinion (cf. p. 93) is applied to this case and the

results of Rawlinson (1933, 1936) are taken into consideration, the differ-

ence between chorda and sympathetic innervation of the gland would
be due to acetylcholine affecting both serous and mucous cells, while

adrenaline principally would affect the serous cells. This theory would be

in agreement with the relations between the electrical response and the

composition of saliva (cf. p. 100).

C. Relations between the components of the action

potential and the composition of the saliva.

In his monograph Babkin (1928) establishes that the diver-

gence betiveen two glandular functions, the secretion of water and
salts on the one hand and the secretion of organic matter on the

other, is like a red thread passing through the whole literature

concerning the function of the salivary glands.

In 1851 Bechek and Ludvig showed that the content of organic

substances in the chorda saliva decreases in parallel with increasing

duration of stimulation. Thesame observation was made byHeiden-
hain (1868, 1878), who mentions that the longer and more strongty

the gland has secreted, the lower is the content of organic substances
in the saliva, i.e. that the content of organic substances decreases

in parallel with the increase in the secreted quantity of saliva. This

conclusion was verified by Langley and Fletcher (1890), Anrep
(1923) and Anrep and Kahn (1923—^24). In recent years the same
fact has been established by Keztyus and Martin (1937). Sta-

VRAKY (1940) stated that the concentration of protein-nitrogen in

the submaxillary saliva shows a gradual diminution during pro-

longed stimulation of the chorda tympani.

There is, we may say, unanimous agreement about The fact

that the content of organic substances, i.e. of colloids, in the saliva

gradually decreases with prolonged or repeated chorda stimulation.
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It hns ainady been pointed out (seep. 32 and fig. 5), how the nega-

tive component is gnidually reduced witli prolonged cJiorda slimul-

.ation. .According to I-rEiDENH.\iN (1S68) protracted stimulation

leads to loss of organic material of the cells for the formation of

saliva. .ANintr and K.vu.v (192.3—2-1) showed that restitution from

tlii.s condition requires three days. In the present work it has

also been shown that in a protracted experiment the negative

component experienced a reduction that was irreversible during

the time tliat the experiment lasted.

IfniDicNUMN (1868, 1878) also ol)ser\'ed tliat the content of

organic .‘jubstanccs in the cliorda saliva, principally mucinc, in-

creased in parallel with strength of stimulation. This observation

was also verified by AVEnxHEn (1886) and Langley and Fletcheh

(1890). In recent years Langstroth, ATcRae and Stavraky

(1938 a) noted that the protein content of the chorda saliva in-

crea.scs under similar conditions.

ft has been clearly shown in the present work that the relation

of the negative component to the positive in the chorda electro-

gram, increases with increasingly stronger stimuli (figg. 6 A and

B and fig. 7). Again the components behave in this respect like

the content of colloids in the saliva,

Langley and Fletcheu (1890) investigated the composition

of the chorda saliva after compression of the carotids and in dyspnoe.

Under llicsc conditions a definite reduction of the secretion of water

and sails was found, while the content of organic substances in

tlie saliva increased, nds ol)scrvalion was subscqncnlly verified by
(Iahlson, Greer and Becut (1907—08), who stated: ». . . compre.s-

sion of the gland arteries dimini.shcs llic quantity of chorda saliva

and increases its percentage of organic solids. » Anochin and
Llsagor (1930) arrived at a similar conclusion stimulating the

gl.'uul rcflexly.

The he.sl proofs of the parallelism l)ctwccn components of the

rketrograms and the composition of saliva arc provided by the

experiments of Caulson. Gheeu and Becht (1907—08) and
Caju.son and McLean (1907—08) as compared willi the experi-

ments dc.serihed in the present work. The former investigators

wrote: rTltere is probably no actual increase in the rate and quan-
tity of secretion of the organic salivary constituents in gland anemia,
'lliis concentration is llie rc.sull of diminution in the rate of secre-

tion and the quantity of water and salts. 'Hie processes of secretion
of wai(. r tint! inorganic salts are therefore more directly dependent on
frn- oxygen than i.s the .secretion of the organic matter in the saliva.®
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It is evident frommy own experiments that the positive component

of the gland electrogram is more directly dependent on a sufficient

blood supply than is the negative component (cf. figg. 14 and 15,

pp. 54 and 55).

Most interesting is the observation of Carlson and McLean
(1907—08) that during any single period of stimulation the percen-

tage of organic solids in the saliva gradually diminishes, just as

does the negative component in my electrograms. The percentage

of organic solids varies with the length of the interval of rest

between any two periods of stimulation, just as does the size

of the negative component.

The difference between the sympathetic salivae of dogs and
cats is explained by Carlson, Greer and Becht (1907—08) in

such a way, that the greater anaemia with sympathetic stimulation

in the gland of dogs influences the process that is connected with

secretion of water and salts, more rapidly than is the case in the

gland of cats. The difference between the sympathetic electro-

grams of dogs and cats fully harmonizes with the view of these

investigators.

— The parallelism between the electrogram and the compo-
sition of saliva is in full agreement with the results of recording

the secretion in the present work. It was established that the

positive component runs parallel to the visible flow of saliva,

which agrees with the view that it is connected with the secretion

of water and salts, for the rate of secretion must be considered to

be mainly dependent on the secretion of water.

With regard to the negative component, the latter did not

always coincide with a visible flow of secretion, but in those cases,

in which it was possible to activate it on a fully developed positive

component, it was possible to demonstrate a definite increase in

the rate of secretion.

By means of this comparison between the components of the

electrograms and the literature on secretion of saliva, many argu-

ments have been obtained in support of the conclusion of Bayliss

and Bradford (1887) that the secretion of organic substance

runs parallel to a deflection of the galvanometer in one direction,

whilst secretion of water and salts is combined with a deflection in

the opposite direction.

The main arguments in favour of the positive component of the

electrical response being connected with the secretion of water and

salts and of the negative being connected with the secretion of

organic matter, may therefore be summarized as follows:

7
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1. n) Tlie sympathetic electro- Tlie SAinpathetic saliva of cats

gram of cats consists contains less organic matter

mainly of a positive do- than the (first samples of)

flection of the galvano- chorda saliva (Langley, 1878,

meter (fig. 29 c, p. 90). 1885; Carlson, Greer and

Becht, 1907—08; Langstroth,

i^IcRae and Stavraky, 1938 b).

b) 'file sympathetic electro- Tlic sympathetic salivae of dogs

gram of dogs consists contains much more organic

mainly of a negative de- matter than the chorda saliva

flection (fig. 29 d, p. 90). (Heidenhain, 1868; Langley,

1878 and others).

c) Tlic chorda electrograms The chorda saliva of dogs and

of dogs and cats are alike cats both occupy an interme-

and both contain a large dian,' position between the two

positive and a large nega- sympathetic salivae in regard to

live component (fig. 29 a organic matter (Langley, 1878;

and b, p. 90). Carlson, Greer and Becht,

1907—08).

2. a) Tlie negative component The content of organic matter in

of the chorda electro- the chorda saliva is grcatlj’’ re-

gram diminishes relatively duced during any single period

quickly during any single of stimulation and varies under

period of stimulation. This different periods dependent upon
diminution is dependent the intervals of rest (Carlson
on the intcn'als of rest and McLean, 1907—08).

and is reversible in about

a minute (fig. 5 a and b,

p. 31, fig. 9, p. 41).

I') During the course of pro- After prolonged or often repeat-
longed experimentation ed stimulation of the chorda the
the negative component amount of organic material in
of the chorda electrogram the saliva gradually diminishes.



COMPONENT POTENTIALS OF THE SUBMAXILLARY GLAND. 99

diminishes and this effect

is irreversible for the dura-

tion of a single experiment

(cf. fig. 5 a and b with

c-e, p. 31).

Tliis diminution is not reversible

wthin 12 hours (cf. Heiden-
HAiN, 1868; Anrep and Kahn,
1923—24; SxAAmAKY, 1940).3.

Tlie negative component

of the chorda electrogram

increases relatively more

than the positive com-

ponent with increased

strength of stimulation

(fig. 6A, 6B and fig. 7,

pp. 35—37).

The percentage of organic mat-
ter in the chorda saliva increases

with increased strength of sti-

mulation (Heidenhain, 1868,

1878; Werther, 1886; Lang-
ley and Fletcher, 1890;

Langstroth, McRae and Stav-

RAicY, 1938 a).

4.

After compression of the

carotids the positive com-

ponent in the chorda elect-

rogram decreases during

prolonged or repeated

periods of stimulation

more than the negative

one, which shows greater

resistance to this mode of

interference (figg. 14 and

15, pp. 54—55).

After compression of the caro-

tids the secretion of water and

salts decreases in periods of

chorda stimulation more than

the secretion of organic matter,

which perccntually greatly in-

creases tef, Langley and Flet-

cher, 1890; Carlson, Greer

and Becht, 1907—08; Ano-

cHiN and Lisagor, 1930).

5.

a) The size of the positive

component in both the

chorda and sympathetic

electrograms varies in pa-

rallel with the rate of

secretion.

Water constitutes the prin-

cipal matter in the saliva, and

the secretion of water alto-

gether dominates the rate of

secretion.

b) The rate of secretion in-

creases, when the negative

component is introduced

by various means upon

the positive.
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This fomiidnlile list of arguments accunnilated since the days

of BAVt.iss and Bn.voFonD (1887) verifies the far-sighlcd conclusion

of these eminent workers (cf. p. 22). My clcctrophysiological

results support them wherever it has been possible to check up

on facts subsequently refuted by others.

As the organic matter in the saliva chiefly consists of colloids,

it will he found that the arguments adduced above imply that

thr sn-rallcd nefjniive component of Ihc action potentials of the. sub-

maxillarif yland runs parallel to a secretion of colloids, while the

positive component runs parallel to the secretion of water and salts.

Tiiis is a result of a comparison between my experimental facts

and those of other investigators. — It has already been mentioned

that earlier workers developed theories concerning the manner of

origin of the different components of the electrograms in the

secretory cells. The question of the mechanism of origin of the

action potentials has been left open in the present work. Never-

theless, it would seem that the parallelism between action poten-

tials and composition of -the saliva might provide a point of attack

for further research into the relation of glandular action potentials

to the secretory' mechanism. Whether this relation has anything

to do with depolarisation of different membranes in the glandular

cell, which V. IlAimrcvEi.n (1930c) held to be the cause of the. dif-

ferent component potentials, or with clcclrokinclic phenomena,
to which, among others. KEU.i-m (1930, 1932) and Furth (1933)

ascribed groat importance, or with other electrochemical processes,

is undoubtedly a question of general physiological importance
which still awaits solution.



XI. Summary.

For the experiments 4G decerebrated cats and 4 dogs were used.

From them were obtained some 2500 records of electrograms. The
submaxillary gland, the lingual nerve {chorda lympani) and the

cervical swnpalhelic trunk were isolated, the ner\'es were severed

and stimulated by induction shocks or condenser discharges.

The changes of potential in the gland were recorded by means
of a string galvanometer and a directly coupled, balanced ampli-

fier (fig. 2, p. 25). Leads were taken from the outer surface of the

gland and a subcutaneous fascia in the decerebrating wound. In

16 e.xperimcnts the flow of .saliva from the gland was recorded

continuously (fig. 3. p. 25).

The electrical response of the gland during chorda stimulation

is called the s'chorda electrograms, the response elicited by sympa-

thetic stimulation the »sympathelic electrogram».

All slalemcnls to be made below refer to the submaxillary

gland of cats, if not otherwise stated.

In contra.st to the results of most of the earlier investigators

(fig. 1, p. 16—17), it was found possible to obtain a constant and

reproducible, normal tj-pc of chorda electrogram in all experiments.

In most of the experiments with sjonpathetic stimulation a constant

t}pc of .sympathetic electrogram was obtained. In some experi-

ments this electrogram differed from the normal type by having

a wavy contour (jirobably owing to circulatory changes).

The fact tliat constant normal tjpes of electrograms were ob-

tained, was due to amplification (which made resistance changes

inside the gland negligible) in combination with the use of maximal

stimuli. — Minor variations in the position of the electrode

leading off from the gland and a variation in the size of the contact

surface between the electrode and the gland did not affect the

electrograms. — Deflections of the galvanometer caused by in-

creased electronegativity of the surface of the gland, are called

positive and have been recorded upwards in the illustrations, de-

flections caused by a reduced electronegativity of the surface of

the gland are called negative and have been recorded downwards

in the illustrations.
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Normal type of chorda and sympathetic electrogram.

In the nonnal cliorda electrogram (fig. -1, p. 27; cf. also fig. 29 a

and b, p. 90) the following phases can regularly be observed when

stimulation has lasted 2—15 sec.: Latency about 0.25 sec. An

initial positive wave (peak), the height of which is mostly about

2.5 rnV. smaller, slightly varying secondaiy' positive wave. An

nlrnosl straight slow ascent. A positive off-effect of varying height.

'Hie normal sympathetic electrogram of the cat (fig. 19 a, p. 63;

cf, a.lso fig. 29 c. p. 90) has. like the chorda electrogram, a positive

sign. The following phases can be observed regularly: Latency 0.3

—

0.6 sec. .V positive ascent, which is retarded rapidlj’’ at the height

of a few millivolts above the baseline, often after a distinct negative

notch. .\ flat maximum, mostly after 5—10 sec. of stimulation.

.•\f{er the. maximum, during continued stimulation, a slow reduction

in the height of the curve to a certain low level near the baseline.

.\fler cessation of stimulation a return to the baseline without an

off-idfect.

Analysis of components.

The clcclro(jraim are made up of two c.omponerjts. — In stimulating

the chorda a monophasic, purely positive or purely negative de-

flection is obtained under certain conditions:

Positive: 1. After prolonged stimulation or repeated periods

of stimulation (fig. M b, p. .5'1). 2. With weak stimuli (fig. 6B
a and b. p.3G). — Negative: 1. After prolonged stimulation or

repeated periods of stimulation with compressed carotid ve.ssels

(fig. M d, p. 51). 2. After injection of small doses of atropine
(fig. 12 a and c, p. *18). — Thus, a pure positive or a pure negative
comj)onent can be isolated from the chorda electrogram, both of

which are of about the same size.

In spile of the almost purch' positive character of the normal
sympathetic electrogram, a small negative deflection can be ob-
tained in sympallictic stimulation: J. In some cases after repeated
pi'riods (if stimulation (fig. 20 b, p. 67). 2. After small doses of

ergnt.'unine (fig. 21 b, p. 67). — The sympathetic electrogram of
dogs lias a negative sign (fig. 29 d, p. 90).— These facts demonstrate
the existence of a negative component, small in comparison to the
positive, in the sympathetic electrograms of cats.

iicgalive cotnpcmenl can be obtained in a pure, form supe.r-

upon an existing positive component: J. If the chorda be
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stimulated during sympathetic stimulation (fig, 23 a, p. 74), both
stimuli here as always being maximal. 2. If stimulation of the
chorda be renewed as soon as the off-effect of the previous exci-

tatory period has reached its maximum (fig. 11 a p. M).
This negative component is identical with the one isolated

with atropine and compression of the carotids.

Other types of interference between chorda and sympathetic sti-

mulation: 1. If a maximal sympathetic stimulation be superimposed

upon a maximal chorda electrogram, no effect whatever is obtained

(fig. 22, first part, p, 72). Thus the chorda has activated all the

elements which could be reached by sympathetic stimulation. 2.

Weak doses of eserine, which themselves do not elicit any effect,

nevertheless sensitize the gland so that upon chorda stimulation

a prolonged large after-effect of positivity is obtained (fig. 13 a,

p. 50). A sympathetic stimulation thrown into this after-effect

activates a small negative component (fig. 25, p. 75). This is the

small negative component that the sympathetic electrogram con-

tains and it is here in the isolated form.

From all these facts the following conclusions may be drawn:

1. The chorda and the sjonpathetic can maximally activate the

same positive component, which in both cases must be produced

by the same process in the gland. 2. The sympathetic activates a

small part of the same negative component that is maximally

activated by the chorda. 3. The interpretation of the composition

of the chorda electrogram that is given by a synthesis of an isolated

positive and an isolated negative component from the same

experiment (fig. 17, p, 59) must be correct.

The initial positive wave of the chorda electrogram is started

by the positive component which is then cut dovm by the negative

component with its slightlj'" longer latency and slower rate of

developement, Tlie off-effect arises by algebraical summation owing

to the fact that at cessation of stimulation the negative component

rapidly swings back, whereas the positive one goes on to descend

later and more slowly towards the baseline. The trough between

the on- and off-peaks of fig. 4 (p. 27) illustrating the normal chorda

response represents a large negative component superimposed on

a positive one. The normal sympathetic response (fig. 19 a, p.

63) is a large positive component covering an insignificant nega-

tive one.
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Dependence of the electrogrrams on different variables.

'Fhc way in v.hich the clcclrograins varj* witli different variables

verifies tlic analysis of llie components and can only be inter-

preted in tlie iiglit of it.

Thr chorda ekclrogram. The two components varv* mutually

in different manner with different variables and agents; 1.

Varied duration of stimulation (cf. table on p. 98, section No. 2 and

fig. .') a-f. p. 31). 2. Varied strength of stimulation (cf. table on p.

99, section No. 3 and figg. 6 and 7. pp. 35—37). 3. Varied frequency

of stimulation (fig. 8, p.40, the same effect as strength of stimula-

tion). •/. Repealed periods of stimulation with intervals corres-

ponding to the duration of the off-effects (cf. figg. 9 and 10, pp.

•11—12). d. The reaction of the positive component to repeated

periods of stimulation changes after compression of the carotids,

the reaction of the negative does not (cf. table on p. 99 section

No. 4 and figg. 14 and 15, pp. 54—55).

C. .'Mropinc; Doses of 0.1—0.3 mg extinguish the positive com-
ponent and reduce the negative, (fig. 12, p. 48). Slightly larger

doses (0.5 mg) also extinguish the negative component,

7. I-Ncrine: Weak eserine doses (fig. 13 a, p. 50) prolong the dura-

tion of the positive component after cessation of stimulation (the

descending branch of the off-effect is prolonged). This prolonged

off-effect is accompanied in' a correspondingly prolonged after-

secretion. — Slightly larger eserine doses (fig. 13 b, p. 50) affect

the negative component in an analogous manner (the ascending

branch of the off-effccl is also prolonged).

The syrnpathdic electrogram. Both components in the sympa-
thetic electrogram decrease rapidly with prolonged or repeated

stimulation (fig. 28, p. 84). Small doses of atropine reduce the posi-

tive component in the electrogram. Eserine doses of 1 mg do not
alter the electrogram.

The components of the electrograms and rate of

secretion.

I he positive component runs parallel to the rale of secretion,

ie.g. fig. 4, p. 27; fig. 13 a. p. 50; fig. 19 a, p. C3; fig. 20, p. G7).

The positive component is always accompanied by a visible secre-
tion. if it la.sts longer than 2—3 sec.

The negative component is not accompanied by visible secre-
tion. when activated witboul a simultaneous positive component
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(fig. 12 a, p. 48). The introduction of the negative component on
an existing positive component is, however, accompanied by an
increase in the rate of secretion (fig. 13 c, p. 50 and fig. 23 a,

p. 74 ).

These facts, in combination with the circumstance that the
components react in a different manner to different variables, prove
that the two components are caused by different processes in the

gland.

Double innervatioii of the submaxillary gland in the
light of its action potentials.

The chorda and the sjonpathetic activate the same processes

as defined by the potentials. Both components of the sympa-
thetic electrogram are contained in the chorda electrogram. Earlier

authors have shown that the action potentials of the gland are

caused by its secretory cells. These facts lead to the following

conclusion: All secretory cells in the submaxillary gland that are

innervated by the sympathetic are also innervated by the chorda.

The positive component can attain the same height in the

chorda and sympathetic electrograms. The negative component

of the latter is much smaller than that of the former. — Acetyl-

choline, injected intra-arterially, activates both a strong positive

and a strong negative component (fig. 26 a and b, p. 79). Adre-

naline activates, apparently, only a positive component (fig. 27,

p. 81).

In the case of anaemia in the gland, the positive component of

the chorda electrogram assumes the properties that distinguish

the positive component following sympathetic stimulation, which,

(like adrenaline) causes anaemia in the gland.

"V^Tien the processes generating the potentials are refractory

to sympathetic stimulation, they are not refractory to chorda

stimulation (fig. 28, p. 84).

— The facts mentioned lead to the following conclusions: The

chorda {acetylcholine) and the sympathetic {adrenaline) act syner-

gistically on the process which produces a positive component. The

course of this component {flow of saliva) and its duration are different

in the two cases owing to the chorda {acetylcholine) and the sympa-

thetic {adrenaline) acting antagonistically on other processes {pro-

bably the supply of oxygen), on which the positive component {rate of

secretion) is dependent. — The different size of the negative com-
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ponent in the tv.o elcctrognims is due to the chorda (acelylcliolinc)

heinp able to activate a relatively larger negative component than

the sympathetic (adrenaline).

Blectrogram and composition of saliva.

comparison of the properties of the components of the electro-

grams under different conditions vith the extensive literature on

the variations in the composition of the saliva under similar condi-

tions (see table on p. 98—99) has led to the followng conclusion:

The posidve component runs parallel to the secretion of water and salts.

The ncgalioe component runs parallel to the secreiion of organic

matter (colloids).
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Einleitung und geschichtlicher Uberblick.

Die wiihrend der letzten fiinfzig Jahre in starker Entwick-

lung begriffene Miihlenindnstrie hat mit ihren grossen techni-

schen Hilfsmitteln das Mahlverfahren zunehmend vervoUkomnet.

Man erhalt jetzt ein "weisses, •wolilschmeckendes und gut back-

fiihiges ^lehl von hoherer Reinheit imd gleichmassigerer Be-

schaffenheit, als es die primitiveren Miihlen alterer Zeiten mit

ihren besehriinkten jMitteln herzustellen vermochten.

"Wenn das Korn beim jMahlprozess u. a. von seinen ausseren,

holzigen Bestandteilen befreit worden ist, vrerden diese als Edeie

abgetrennt. Die ICleie dient bekanntlich in der Hauptsache als

Viehfutter. Je hbher der Ausmahlungsgrad, eine um so grbssere

Menge I^Iehl liefert eine bestimmte Menge Getreide, und um so

grober ist das INIehl
;
sein Gehalt an holzigen Bestandteilen nimmt

zu. In Wort und Schrift wirbt man eifrig fiir das grobe Brot,

d. h. Brot aus jMehl mit hohem Ausmahlimgsgrad, als menschliche

Nahrung. Ist diese Propaganda richtig und fusst sie auf vom
nahrungsphj'siologischen Gesichtspunkt aus zutreffenden Vor-

aussetzungen ?

Der vrichtigste Unterschied zwischen dem feinen und dem
groben Brot liegt, vde schon angedeutet, darin, dass das feine

Brot eine geringere Menge holziger Bestandteile, also weniger

Kleie, enthalt. Die Prage der nahrungsphysiologisehen tlber-

legenheit des groben Brotes gegeniiber dem feinen -ware also

gleichbedeutend mit der Frage nach dem nahrungsphysiologi-

schen Wert der Kleie. In Betracht kommen hier natiirlich die

Kleien unserer Brotgetreidesorten, also Weizen- und Roggenkleie.

Aus Griinden der Stoffbegrenzung untersucht die vorliegende

Arbeit jedoch nur die Weizenkleie. Die Wahl fiel auf diese, da

der Weizen das im grossten Ausmass angebaute und zur mensch-

lichen Nahrung dienende Getreide in Schweden ist (Statistisk

arsbok for Sverige, 1940, Sveriges offieiella statistik, Arsvaxten,

1940).
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NAHRUXGSPHYSIOLOGISCHER WERT DER WEIZENKLEIE 9

TABELLE 1.

"Weizenkleie >Patent flour*

Gesamlprofeine 15,CO 12,75

Gliadin 2,73 6,71

Globulin 5,87 1,86

Glutenin 7,00 4,18

\ TABELLE 2.

Weizenkleie

Albumin Globulin Prolamin
ojC0 O yo

Cystin 3,29 1,52 2,29

Histidin 2.57 2,7C 0,84

Tryptophan 4,7C 2,85 1,37

Arginin 10,01 14,13 4,41

Lysin 4,51 11,84 2,45

Tyrosin 4,20 3,69 3,38

Weizenkleie aiis. Tabellc 2 gibt den Gebalt dieser Eiweissstoffe

an verschiedcneu Aminosauren an. Teller und Teller (1932)

finden ausser den ebengenannten Proteineu in der "Weizenldeie

auch Glutelin, em in 0,2foigera kaltem Natriumhydroxyd unlos-

licbes Protein sowie Reststickstoff.

Das Protein der Weizenkleie ist durch seinen hohen Gebalt

an basiscben Aminosauren gekennzeiclinet. Die anselinliche Menge
boclnvertiger Aminosauren spi’icht ebenfalls fiir den Nahrwert

des IQeieiwcisses (Jones und Gersdorff, 1925). Bei einem Ver-

gleich zwischen den Aminosauren der Kleie und des Weizenendo-

sperms geben bluRPHY und Jones (1926) die in Tabelle 3 verzeich-

neten Werte an.

TABICLEE 3.

Pro 100 g g Cystin Arginin Histidin Lysin Tryptophan

Weizenkleie 0,25 0,85 0,18 0,54 0,28

Weizenendosperm 0,14 0,36 0,20 0,23 0,12

Wie gesagt, betraclitet Leiinartz das Glutenin als einen voU-

wertigen Ehveissstoff. Abelin (1929) hingegen ist der Ansicht,

dass die Histidin-, Arginin- und Lysinmenge zu Idein sei. Jones

und Gersdorff (1925) vergleicben die prozentuale Menge der

Aminosauren in Weizenkleieprotein und Kasein tmd finden eine
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Fiiiiuirs.'iurc. Dar.iuf wirti die gebiUiolc Apfelsuurc dchvdrierl

•and O.xale-s^sit'.ruire wk-dergebildet. Als Wassersloffacccptor

dUHT d;is Frotullavi Fumarsmtrf, die mil Hilfe der

5ucciat>dchydrogcn;e>a zu lU reduziert wird. Es wird also mil

andfrea VVorlen Apfclsaure-Fumarsaure zu Oxaiessigsaure und

.aij-'.mudt rl*’. Die gebildete Bernstemsdiire wird dehydrierl,

i:% inidid >ich crnout Fumarsaure und der dabei freiwerdende

erstoff wird auf das Cylochroin C iibcTtrageu. Auf dcm
Wcge iiln-T Cytocbrom und Cyloclironioxydase gelangt der

Wai'^t•rstof{ an den endgiiltigen Wa.ssersloffacceplor, den Sauer-

stoif.

Die olkrngenannlett vier Sfiuren — alle eathalten -i Kohle-

atome, we^halb Szent-Gydrgyi sie die C*-Sauren nennl,— dienen

abo als Katalysatoren beim Wasserstofftransporl. Der „Strom“
von \Vasser:.luif, der bei der (lewebsoxydation von den Wasser-

.'ttoffdonaloren zum Sauerstoff geht, passiert nach 3zenl-Gy6rgyi

ziuu allergrosslen Teil das C«-Saurensyslein, Die C^-Sauren

schwingen dabei zwischen reduzierlen und oxydierten Formen.
Die Succinodehydrogenase und Malicodehydrogenase sind

nach Szent-Gyorgyi keine Dehydrogenasen, sondern H-Trans-
porlasen, wobei Fumarsaure und Apfelsuure-OxalessigsUure

eluT die prosUielLschen Gruppen dieser Enzyme als ihre Sub-
strate sind.

Szent-(iyorgyis Tlieorie kann durcli folgendes Schema ver-

anschaulicht werden:

O.jcojym -}-Trl-

Micphusplut

I W.'.ntnioffiloiialur.*

MaHentlchy<lro^cnaxi-, Succinoilehyilrogciinsc
Cucnzyin

coon COOH COOH COOH
un n,o 1 ‘JH

i

CO c:h(oh) -- CH ~r CHj
( i!

!

»

CH, CIlj Funiarasc CH CH,
t

COOIJ coon COOH
j

COOH
OxrtlexUiojiirc Apfcliaurc Fiitiiimriiin: Hi

Szenl-Gyorgyis Theorie hat einige Kritik hervorgerufen, isl

aher uberrascheiulerweLse ziemlich allgemein angenommen wor-
ilen (siehe z. B. Stmh.n 19-10, Franke 1910. Krebs u. Eggleston
lUlO. KirrscuKR u. Sarreiter 1940). Ich werde zunachst die
wjchligsteu Tatsachen anfilhren, worauf Szenl-Gyorgyi seine
Ilicorie shitzt, dann ganz kurz jiuf die Kritik eingehen und
auch einige eigeue krilbche Gesichtspunkte vorlragen.

ru!sttch<in zur Stutze der CfSrnirenkatalijse (liauptsacldich
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TABELLE 4..

Biologischer AVert

Weizenkleie 59 62 63 57

»Patent floun* 57 61 56 44

korner mit 85 ermittelt. Dass diese Methode mit einem ziemlieli

holien prozentualeii Fehler arbeitet, zeigen vielleicht am deut-

licbsten die Werte fiir »patent flour». Bei der Bestimmung des

biologischen Wertes bat es sich als sebr wichtig erwiesen, wie

viel Protein in der. Versuebskost entbalten ist. Bei niedrigem

Proteingebalt der Versuebskost erbalt man einen boheren biolo-

giseben Wert, als wenn die Kost einen boberen prozentualen

Anteil Protein bat (Mitchelii, 1923—24). So zeigen Chick, Boas-

PrxsEN, Hutchinson und Jackson (1935), dass der biologisehe

Wert fiir Vollweizen und Mileb 100 bzw. 89 ist, wenn die Kost

3—4 % des Proteins des fraglicben Nahrstoffes entbalt. Steigert

man bingegen den Eiweissgebalt auf 5—7 %, so betragen die

entspreebenden Werte 68 und 86.

Bie Salzo der Weizenkleie.

Burkardt (1934), der fiir das Vollkornbrot wirbt, gibt fol-

gende Werte fiir die Salze in diesem Brot, verglieben mit Weiss-

brot, an (Tab. 5).

TABELLE 5.

Gehalt an Oxyd
(mg

Vollkornbrot

AVeissbrot

Cblor Kalium Natrium
Cal- Mag- -p.- Man- Phos- Schwe-

cium nesium gan phor fel

44 376 14 94 100 5 11 593 325

10 114 22 15 15 3 3 275 179

Diese beiden Brotsorten weisen also besonders grosse Unter-

sebiede binsicbtlicb des Gebaltes an Calcium und Magnesium auf.

Eine entspreebende Analyse der gesamten Asebe und einiger

Salze in Weizen und Weizenkleie baben Harding und Dyster-

hept (1927) ausgefiibrt (Tab. 6).

TABELLE 6.

Asche Eisen Calcium Magnesium Phosphor

% mg ^ mg % mg ^ mg %
Weizen 1,761 1,84 31,7 154,3 384

AVeizenldeie 4,868 5,50 96,5 450,5 1134
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r.' .\in!onatkonzi‘ntration als fur die entsprodicndo

nVmniunc drr Hs-ndiydricruni; crfordcrlich {Das 1937). S/.ent*

rr.i>n:yi ridit d.tr.aus folqenden Schluss: Bei Malonalltcmmung

tvird die ruge«t-! 7 fi‘ ruinarsfiure mil Wasserstoff von den Was-

«^rrst.i!fdon:doren hydrierl. \Vcgcn der slarken Malonafhein-

fniJfJC der Bs-Dchydricrung kann die dabei gebildete Bs niclit

JodiT nur ni einein geringen Teil) dohydriert werden und des-

keine Ncubiidung von Fumarsaurc erfolgen. Der Sauer-

doffv.'rbrauclT hdrl somil auf. wenn die zugcsetr.te Fumarsiuire

MThranchl und als Bs fixierl isl. Lileratur: Szent-Gy«rgyi

1)937 hs .S. 22.

5. Oxijdation von Fiimarsdttre and Rcdiiktioii von Oxalcssig-

f-dure: /.ugeselrlc Fumarsaurc ivird von Muskulatnr in vitro /.u

Oxale-s-sigsaure oxndiert, Iclztcre kann mil Hydrazin fixiert xver-

dcn. Atidi Glutaminsaurc reagiert scbnell mit Oxalessigsaure

und kann als Abfangmilld dienen. — Prakti.scb allc in vitro

zueesdzlc Oxalessigsaure wird nacb kurzer Zeit als Apfelsaurc

irnd Fumarsaurc wiedergefunden. Lileratur: Banga (I93G).

S. 130. Ban'GA u. Szent-GyGrgyi (1937).

I'umar.saure und Apfelsaurc wairdcn nacb Straub (1935)

analy.sierk

0, Die Koldchydralvcrbrcnnung ivird durch die Ci-Sduren
kaUdtjsierl: Die respiralorischc Quote bei Malonathenimung
in vitro slcigt nacb Zusntz von Fumarsiiure gegen 1 an. Nacb
Szenl-GyOrgyi dcutel dies an, dass die Kohlchydratverbrennung
(bei der die RQ — I) von den C4-Sauren kalalysiert wird. Lile-

ralur: Ban'Ga (193G), .s. 13G. Szent-GyOrgyi (iOGG) S. 110.

7. Der Wasserstoffdonator bei dcr C^-Sdurcnkatalysc: Nacb
Szent-fiyorgyi isl bei Vcrsuchcn in vitro Triosephosphat normal
der widiligste Wa.sscrstoffdonalor fiir die C«-Saurcnkalalyse.
Das 'rriosephosphat svird dabei zu Brcnzlraubensiiure oxydierl.

Lileratur: Laki (193G) S. 142, Szent-GyOrgyi (193G) S. 112—
n.'k BangA (1937 a).

H. (^,-SdurenkaiaUjsc in vcrschicdcncn Gcivebcn: Die oben
referierlen ^ er.sucbe sind grosstenlcils mil zerkleinerler Brust-
muskulatur der Taubc oder mit Fxtrnkl dcsselben Materials
aiisgefiihrl. berner hal man anderc Gewebe, aucb von anderen
1 ieren, in vitro untersuebt. Dabei wurden bei im ganzen gleich-
bkdbender Mdliodik in der Hauplsache folgendc Befundc er-
btdnn: a) Der Sauer.sloffverbraucb sleigt nadi Zusalz von
}• mnarsaure. die dal>ei nidit diminierl wird. b) Malonsa >

iiemmt den Snucrstoffverbrauch im sclben Grade wie Cy.

.
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g iind Bi auf 4,io}' pro g. Naeli deuselben Autoren sind die ent-

spreeliendeu Zalileu fiir Weizenkleie nach 73 %iger Ausmahlung
5,85 Vitamin B, nnd 2,soy Vitamin B.. Feines Melil und dar-

aus gebackenes Brot enthalt Avenig Vitamin B (Tab. 7).

Ausser den bier genannten Vitaminen soil Weizenkleie einen

Avaehstumsfordernden Faktor (Koleath, 1933) nnd einen die

Hamoglobinbildung fordernden organiscben Bestandteil (Rose

nnd Vahlteich, 1932) enthalten.

Rolibiscr dcr TTcizenklcie.

Mit der lOeie Avei’den der Nahrung niebt nnr EiAveissstoffe,

Salze nnd Vitamine zngefiibrt, sondern ancb Robfaser, d, b. Zelln-

lose (Rubner, 1918),

Zellnlosezerlegende Enzyme AA’erden im menscblicben Darm-
kanal niebt ansgesebieden (v. Noorden nnd Salomon, 1920;

TABELLE 8.

AVeizenkleie

Autor: Ausmahlungsprozent Robfaser

Hindhede (1916) 70-96 5,48

Johansson (1917) 75-100 7,4

Neumann (1923) 80—89 9,75

Neumann (1923) 89—93 11,33

Mangold, 1928). Dagegen vermogen Bakterien die Zellulose ab-

zubauen. Zellnlosespaltende aerobe Bakterien konnte z. B. Lav^t-

noaatcz (1936) in den Faeces A'on 25 unter 100 nntersnchten

Personen nacliAA^eisen.

Der Gelialt der Weizenkleie an Robfaser ist ans Tabelle 8

ersicbtlieb. Die Robfasermenge nimmt zu, die Kleie Avird nm so

grober, je mebr' Mebl ans dem Getreide ansgemalilen Avird.

Die Ansniitznng der Weizenkleie im Darmkanal.

Die oben angegebenen Werte der in Weizenkleie nnd Mebl-

prodnkten enthaltenen Stoffe sind naturlicli niebt als absolnt

zu betracbten. Sie bezeicbnen Anelmebr nnr das, Avas jeder ein-

zelne Forscber in den von ibm nntersucbten Proben gefunden

bat. Da, Avie scbon gesagt, Weizenkleie ein Begi’iff ist, der keinen

absolnt begrenzten Teil des Weizenkorns deekt, und da die Menge

der bier in Rede stebenden Stoffe des Weizeus niebt nnr zAvi-
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ilvn tkwAM'iu'iu* Taubenbriistmuskulnlur wird nut dcr so vor-

b.-l 2andtUcn AiuilYseuprube vorsetzt. Die daboi verbrauchle

Saufs-^tofur.eieic wird mit deni Sauerstoffverbrauch nacb Zu-

s.j{/ rir.cr bekunnten Mt'uge Bs unter sonst idenlischen Ver-

>uci!dicdingungen verglichen. flierdurch wird die in der Probe

vurhandcne Bs-Menge berecimet. — Die Oxydalion mit Perman-

g.uiat bewirkt indessen. dass einige Stoffe zu Bs oxydiert wer-

dii). .So wird u-Ketoglutarsfiure unter diesen Versuchsbe-

dinguugfii quantiiativ zu Bs uingewandelt, so dass also mit

dicser dcthodc Bs -r a-Kctoghitarsdnre bestimmt werdcii. Un-

Icr gcwissen Umstanden kann dies eine wichlige Fehlerquelle

ausuiachen {KnEBS 1910 b, S. 777—778).

Bei tier Bestimmuiuj der Fumarsdure hat man mit ZYvei Me-

thodeii gearbeitet. Die zuerst ausgearbeilete (Straub 1935)

uinfassl EiweisstTdlung, .Atherextraktion, Beseitigung des Athers

and Losung des restlichen Extraktes in Wasser. Die wassrige

Lusung wird mit Permanganat titriert. Durch Vergleich mit

(lein Permanganatverbrauch reiner Fumaratlosungeu wird die

Fumarsaurekonzenlralion in der Analysenprobe berechnet. Mit

dieser Melliode bestimmt man also ausser Fumarsilure alle aus

•saurer Losung atherextrahierbareu Stoffe, die Permanganat ver-

brauehen. d. h. (die dtherldslichen, ungesdttigten Sduren. Auch
Malonsiiure wird durch Permanganat o.xydiert. Die Spezifitiit

der Mcthode ist also schlecht. — Szent-Gyorgyi liess spiiter in

seinem Institut eine neue Methode zur Bestimmung von Fumar-
siiure ausarbeiten (Szegedy 1937 a). Diese Methode umfasst
Eiweisstallung und Atherextraktion wie oben. Aus der wiiss-

rigeu Ldsung der alherextrahierten Stoffe wird Fumarsuure als

Mercuroluniarat ausgefrdlt. Der Niederschlag wird abgelrenut,
gcwaschen, und das .Mercurofumarat wird in Natriumfumarat
iibergefilhrt. Eine bekannle Menge Brom (als BromYvasser)
wird zugesetzt, wobei die Fumarsaure quantitativ zu Dibrom-
bcrnsteinsaure bromiert wird. Der Bromverbrauch gibt die vor-
haiidetie b umarsaure-Meiige an. Der prinzipielle Unterschied
zwischen dieser und der ersleren Methode ist nur der, dass zwi-
scheu die .Atherextraktion und die Titration auf die Menge un-
gcsalligler .Substanz das Fallen der Fumarsaure als Mercuro-
salz eingescholien ist. Diese Methode gestattet eine etwas hbhere
.Spezifitat ab die vurige, da hier (die dtherloslichen, ungesdttigten
Sduren, die schwerldsliche Mercurosrdze geben, bestimmt wer-
dcn. .SzEGKUV D937 b) hat mil dieser Methode nur Fumar-
saurebestimmungen in Gegenwurt von Bs, Apfelsiiure. Brenz-
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deni »Ansehlagswert» (Friedberger iind Seidenberg, 1927) und
dem »Sattigungswert» (Ivestner, 1922), teils dadurcli, dass die

Bedeutung der 'Weizenkleie als Anteil der Nalining unter ver-

scliiedeneii Gesichtswinkeln gesehen wird. Dei* eine Porsclier

unterstreieht meliT die eine Eigenschaft der Weizenkleie, der

andere luisst einer anderen grosseres Gewicht bei.

Die Ansniifznng dcs Eiircisscs der lYeizcnkleic.

Die alteren Untersucluingen iiber die Ausuiitzuug der Kleie

richteten das Hanptangenmerk auf den Verlust an Stickstoff-

produkten, Ascbe und Ti'ockensnbstanz dureli die Piikalien.

PoGGiALE (1853), der als eivster die Verdaulichkeit der Kleie

untersucht bat, fand durch Paeces-Analysen, nachdem er zwei

Hunde und ein Ilulin hintereinander niit einer und derselben

Jleiige Kleie gefiittert hatto, dass 56 % der Kleiensubstanz und
eiu grosser Toil der Stiekstoffprodukte nielit verdaulieb waren.

Er ziebt dai-aus den Sehluss, dass die Kleie zweckmassig vom
I^Iebl zu scbeiden sei. Hubker, der Porseber, der vielleiclit am
meisten auf diesein Gebiete gearbeitet bat, fubrte einen grossen

Teil seiner Untersuebungen an Menscben aus. Aus seinen friibe-

ren Arbeiten (1879, 1883) ziebt er den Sehluss, »dass, ausscbliess-

lich vom Standpunkte der Ausniitzung im Darm aus betrachtet,

gegeu die Verwendung der Kleie zur menscblicben Ernabrung
keiu Einwand zn erbeben ist, und dass sich unter geeigneter

Zubereitung eine niebt unbetrachtliche Menge von Nabrungs-
stoffen aus derselben resorbieren lassen». Dock fiigt er binzu:

». .
.
geben aber die Zweckmassigkeit der Verwendung nur fiir

die Piille zu, in denen sonst dieselbe unverwerthet lag». Port-

gesetzte Untersuebungen iiber die Ausniitzung von Weizen und
Boggen bei versebiedenen Ausmablungsgrad bringen Eubner je-

doeb in zunehmenden Masse zu der Ansielit, dass die Verdauungs-
safte die Membranen der Kleie niebt zu durebdriugen vermogen

(1915). Im Jabre 1916 sebreibt er aueb: »Alle sonstigen ausser-

gewohnliehen grossen Verluste, wie wir sie bei anderen Broten

sehen, sind die Wirkung der beigefiigten Kleie». Das feine Brot

eignet sich somit am besten zur mensehliehen Nalirung, und die

Kleie hat nur Bedeutung fiir Personen mit trager Verdauung
(Eubner, 1925). Zur selben Ansiebt wie Eubner sind mehrere

andere Porseber gelangt (u. a. Mlaurizio 1924, Mohs 1937,

Moeller 1897, Plagge und Lebbin 1897, Wicke 1890). Plagge
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iveiclie RoHe dicse bciden Siiureu bei der Bcstim-

vnn itnlcr den von Szcnl-Gjor^vi znr An^^cn-

dtintTpobrncblen Vcrsucb.shedingungcn haben spielen konnen.

DaV\'or’Komnicii dicser beiden Suurcn iinter versebiedonen Ver-

i 5 t nandich nocli wenig crforschl. — Ebenso wie bei

dor I'lunar.saiirobeslimmung bat inan aucb bei der Beslimmung

,.,n Ajifelsaurc oine Korreklion fiir die Adsorption von Apfcl-

Mlure an den Eiweis.sniederschlag cingefiihrt. Die Vcrluste

.schwnnken Iiier zwisclicn la und 40 % (Straub 193G, S. 125).

Kritik der ohen angegebenen Vcrsitclic (S. 11—15), die Szent-

fhjtlrijgi nis Stutze seiner Thcoric anzicht:

;u! 1. Nnch dem, was oben iiber die ziir Anwendnng ge-

i)rarhte Metbodik gcsngl wurde, muss man bei Scblussfolge-

rungen aus den Hrgelmisscn vonFumarsiinre- und Apfelsaurebe-

stinumingen vorsichlig scin.— Nach Versuchen mil Muskulatur

in vitro wird nlle zugcselzle „Fumarsaure“ wiedergefunden.

Dies kann darauf beruhen, dass cine andere iitherloslichc, un-

gesfttligle Saure gebildet worden isl und das Analysenergebnis

sotnit nicht auf Fumarsaure beruht. Aber das Versuebsergebnis

kann auch anzeigen, dass Eliminierung und Bildung von Fu-
marsaure und Apfclsuure ehva mil gleicher Geschwindigkeit

erfolgen. Dass zugeselztc Fumarsaure Oder Apfelsiiure nicht

verbrauebt wird, brauobt also nicht auf C<-Saurenkatalyse hin-

zudeulen.

Starr u. Baumann (1940 a) liabcn gefunden, dass neben Bs,

Fumarsaure und Apfclsuure auch n-Kcloglutarsaurc, Citronen-

saure und Glularninsaurc cinen Kalalyseneffekt auf die Atmung
von Muskulatur in vitro hen’orrufen konnen. Die Glutamin-
sfuire bat untcr diesen sechs Sauren die starkste Wirkung.
Kacb .^nsiebt der genannten Autoren ist die Wirkung der u-Ke-
loglutnr.srnire. Citronensaure und Glulaminsaure vcrmullich
darauf zuruckzufiihrcn, dass die Muskidatur aus diesen Stoffen
<.<-Sauren l)ildcl, die dann diesen Katalyseneffekt hervorrufen.
I'iir die C.itronens.aurc ist schon friiber auf diese Moglicbkeit
bingewicsen worden (Breusch 1937, Elliott u. Elliott
19.59). Nacb Stare und Baumann bewirkt aber Glutaminsaure
vine sturkere Zunabmc der Atmung. als die entsprechende Kon-
zent ration der Ct-Sauren, die nach dieser Theorie die eigentlichc
brsaebe des Effektos der Glutaminsaure auf die Atmung sein
solleti.

ad 2. W KrL-MAEHERRE (1937) hcbl herv’or, dass Malonat
nsrbt siKT-ifisch hemnicnd auf Succinodehydrogenase cin-
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Autor;

Hindhede, feingemahlene

Kleie (1929)

Hindliede, grobgemahlene

Kleie (1929)

Johansson (1917)

Kubner (1883)

Eubner (1883)

TABELLE 9.

Ausmahlungs-
prozent

70—100

70—100
75-100
0—100
0-30

Verdant

Stickstoff Gesamtmenge

70 77 org. Substanz

42 67 > »

49 59 Kal.

70 88 Trockensubstanz

79 96 »

Der Einflnss (ler Rolifaser auf die Ansniitzung des Eiweisses der

IVeizenkleie.

Die Bedeutung der Eohfaser in der Nahrung ist umstntten.

Durcli ihre Fahigkeit, Wasser aufzunehmen, wirlct sie abfuhrend

und reinigt den Darm bei Faulnisdyspepsien und krankhaften
^

er-

sebiebungen der Bakterienflora. Beim Ubergang von schlacken-

armer Kost zu »E:ieiekost» treten jedoeb oft Diarrboen auf, die

aber verscbwinden, nacbdem der Darm sicb an die

gewobnt bat (Burkardt, 1934). Gowgill und Aoterson (1J3^),

die die abfubrende Wirkung der Weizenkleie untersucbt baben,

fanden, dass diese auf der Anwesenlieit von Robf^er beru

Das taglicbe Mindestniass zur Gewabrleistung »zufriedenstellen-

der» Darmfunktion beziffern sie auf 90—100 mg Faser pro tg

Korpergewieht.
.

Die grosse Menge von Ballaststoffen in der Weizenc me ver

mehrt die Stublmenge und verursacbt eine gesteigeite son e

rung von Darmsaften. Dies bat einen erbohten Sticksto ^e^us

mit den Fakalien zur Folge.
. . p x

Die Zellulosewande der lOeiezellen scbliessen die im ®

plasma entbaltenen Stoffe ein. Da es nicht moglich

zellen in hoberem Grade zu zerldeinern (Rubner ?
™

burger 1927), bat sicb die Frage erboben, inwieweit die Ver au-

ungsenzyme die Zellulosemembran der Rleiezelle zu dure

und u. a. die Eiweissstoffe abzubauen vermogen, so ass

dialysabel werden. In einem in vitro-Versuch von
p •

Rubner, dass nach 17- und 34-stundiger Verdauung mi

Salzsaure bei 38—40° ein grosser Teil der Sticksto pro u

den Kleiezellen berausgelost ist. Als Rubner in
^

einem Versucb am Hunde nach der Darmpassage e ‘

Stickstoffprodukte in der Kleie wiederfindet wie vor er.

2 — Borgstrom.
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;j«.‘iuhrl '.steiui hieruber S. 68). Mit anderer und sicherer Ver-

ruchsiechnik babe ich gezeigt, dass die Malonsaure in elwa

dcmselbea Grade die Bs-Dehydrierung und die Fumarsaure-

tivdrierung hemmt (Kapitel III, S. 76). Szent-Gyorgj'is Er-

klarung ist somit unzulreffend. Oppenheixier (1939, S. 1284)

%vei.st darauf bin, dass sie auch rein theoretisch unwahrschein-

licb sei.

Bei der Hemmung des Sauerstoffverbrauchs durch die Ma-

loDsaurc miisste nach der CrSiiurentheorie diese Hemmung in

ehva gleicbem Grade von Bs und Fimiarsaure beeinflusst wer-

dcn konnen. Bekanntlich aber wird diese Malonathemmung

durch FumarsCmre aufgehoben, hingegen nicht durch Bs. Die

Ergebnisse bci Malonathemmung lassen sich also nicht mit

Hilfe der C*-Saurentheorie erklaren, wie auch mehrere For-

scber dargelegt baben (Oppenhelmer 1939, Krebs u. Johnson

19:i7, Krebs u. Eggelston .1940, Potter 1940).

Konnen die vorlicgendcn Versuchsergebnisse ziir Erklarung dieser Er-

icheinungcn beitragcn?

Fumarsaurebijdrierung: Diese Rcaktion wird durch Malonsaure stark

gehemint (eigeno Versuche, Kap. Ill, S. 76). Wird Muskelextrakt mit Fumar-

\aiire versetit, so wird anaerob Bs gcbildet. Diese Bs-Bildung aus Fumar-

iuure wird durch Malonat stark gehemmt (Gheville 1937).

Aerobe Bs-Dildung bei .yalonathemmungi Wird zerkleinerte Muskulatur

mil Furaar.saure allein vcrselzl, so wird acrob keinc Bs gebildct. Nach der

Cj-S;iurcnlheorie liegt dies daran, dass die bei Hydrierung der Fumarsuurc
gebildtic Bs schuell wieder dehydricrl wird, wobei der Wassersloff iiber

d.is Cylochromsyslem auf Sauersloff uberlragen wird. Die maximale Bs-

Bildung des Enzymprriparals mflsste sich dcmnach anaerob nach Zusalz

von Fumarsiiurc zeigen. Hier ist ja infoige des fehlenden Sauerstoffs die

I’njjetiung (Dehydrierung) der Bs verhindert. Aber aerob bildet sich nach
Zmn/r non Fuinarsdurc und .Malonsaure sogar mehr Bs als anaerob nach
ZusaU von Fumarsaure allein (Gheville 1937). — Nach dem oben Gesagten
wird die Bs-Bildung aus Fumarsaure stark durch Malonsiiurc gehemmt. Die
aerob gebildcle Bs bci Malonat* und Fumaralzusalz (etwa lOmal grosser als

unter e.ntsprcchendeu Versuchsbedingungen anaerob) ist deshalb sehr wahr-
vchcinlich nur lu cinem geringen Toil aus Fumarsaure gebildet worden.
Der grCsiere rdi der Bs ist also aus einem anderen Stoff als Fumarsaure
entUanJen,

Der SauerstoKuerbrauch bei Zusal: uon .Malonat: Der Sauerstoffver-
braiicji ist bci Zusalz von Fumarsaure allein zu Muskulatur in vitro cbenso
groii wie bci Zusatz von .Malonsaure -f Fumarsaure. Nacii der Ci-Saurcn-
i.Korje beruht der Sauerstoffverbrauch darauf, dass der Wassersloff bei
tier Dchydricrup.g der Bs (tiber das Cylochromsyslem) auf Sauersloff uber-

vMtd. .Sun wird alar .sowohl die Bs-Dehydrierung als die Bs-Bildung
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stand eingehenderer Forschung gemacht worden. Frumin (1938)

hat jedocli an zelm Versuchspersonen den Nalirwert des Weizens

bei verschiedenena Ansmahlungsgrad tmtersncM. Er findet, dass

Calcium am besten bei einem Brot aus Weizenmehl mit einem

Ausmahlungsgrad von 75 % ausgeniitzt wird, wahrend Phosphor

am besten bei einer Ansmalilung von nur 30 % ausgeniitzt wird.

Eine positive Magnesiumbilanz ergab sieh nur bei Brot aus

grobem Mehl (96 % Ausmahlung).

Kubner (1917) macht eine Zusammenstellung iiber die Aus-

niitzung der Asehe in Weizen (Tab. 10) und zieht den Schluss,

dass die Zufuhr nur den Verlust durch die Faeces deeke und
die Ausscheidung mit dem Harn vollig unkompensiert lasse.

TABELLE 10.

Ausmahlunp- TSlgl. Brot- NaCl-freie Asche in Asche in den
grad etwa ration (g) d. Nahrung (g) Faeces (g)

30 934 2,95 2,95

30 898 2,39 2,39

70 X 882 2,85 3,90

80 637 6,60 7,06

94 989 8,64 8,34

Johansson (1917) findet, dass in Versuchen an Menschen mit
den Faeces eine Aschenmenge ausgeschieden wird, die 85 % der

mit der liVeizenkleie zugefiihrten Asche entspricht. Plagge rmd
Lebbin (1897) zeigen in ihren schon erwahnten Versuchen,
dass die entsprechende Zahl fiir Koggenkleie 73,38% ist. Nach
Rubner (1925) liefert das Brot im allgemeinen den halben Mag-
nesiumbedarf des Menschen, jedoch nur etwa des Calcium-

bedarfs. Die grosse hlenge Magnesium ist jedoch nicht notwendig,

und aus einem guten Trinkwasser kann doppelt so viel Calcium

aufgenommen werden wie aus Vollkornbrot.
Die Bedeutung der Ballaststoffe fiir die Ausniitzung von

Salzen im Darmkanal ist umstritten. Ascham (1930—1931) stellt

die einschlagigen Angaben der fruheren Literatur zusammen und
weist darauf hin, dass die Resultate einander widersprechen.

Seine eigenen Versuche an Hunden deuten an, dass der Calcium-

verlust in den Faeces mit der Kotmenge zunimmt. Bloom (1930)

findet bei Ratten keinen erhohten Calciumverlust bei einem Ver-

gleich von zweierlei Kost, eine mit 0,3 %, die andere mit 8,4 %.

Paser, obwohl die Kotmenge bei der letzteren etwa das Drei-

fache gegeniiber der ersteren betragt. Aueh AdoIjPH, Wang und
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trahr.^^chrirJich fine oxydolivc Umsctzunfj ziigoictztcr Fii-

LViry'ltsre. Die iinwitclbnre Vorslufe dcr hicrbei fjcbildeleii Bs

ix! itichf Fumarsdiire.

;i<] Srenl-Gyoriivi isl dor Ansicld, dass bci Vorsudicn in

viiro i»rnkliscli idle zupe.selztc Oxalcssigsaure zu Apfclsaure rc-

fitizierl %vrrde \nul dass die Dekarhoxylierung von Oxalcssig-

•.rairo 751 Bn’nzlranbonsruirc normal von nnlcrgcordneler Be-

d- iilna^’ sei. Dit? Iclzlcrc Reaktion diene nur daz.u, bci Bcdarf

riH-rschusse an CrSanren 7ii onlfcrncn, falls das Gewcbc bc-

n if.N l ine fur die C,-Sanrcnka(aly,se ansreichcnde ^^engc sob

obrr Sfuiron onlballe I'Bant,a*u. Szent-GyGrgyi 1937). Die

t)\nio''sigsruin^ wird also zu Apfcisanrc rcduzicrt, die durch

!'siinaras(‘ mil eincr gcwissen Mengc Fnmarstiure im Gleicbgc-

wichl sloht. Rei der Benrteilung dicser Vcrsncbc muss icb

%viod(‘rnm auf die Unsicberbeil der fiir die Bestimmung von

I'mnnr.sfniro und Ajifelsfuire angewandlcn Mclboden hinwcisen..

— Abor aucb mil der von Szcnl-Gybrgyi angewandlcn Mclbo-

dik Ifissl .sich fo.ststellen. dass zugcsclzle Oxalessigsilure in viiro

auf andore Woise umgcsolzt wird als durch Beduklion zu Apfcl-

sriurc. BRr:L’.scH (1939) bal in viiro verschicdcnc Gcwcbc mil

oinor bekannten .Mengc Oxalcssigsaure versclzl. Durcb Ana-

lyse zahlrcicher organiscbcr Sfiurcn (Citronensaurc, Fumar-
satire. .Apfolsatirc. Oxalessigsriurc, Brenzlraubensaure, Milch-

.vauro) bal er unlcr Verwendung von Szcnl-Gybrgyis Metbodik
tmlcrsuchl. ob dor vcrscbwundencn Oxalcssigsaure die Summe
der gobildelcn andert'u Snuren cnlsiirecbc odcr ob in dicser

,.Bil.tnzunlorsiicbung“ ein Mangel cnlslcbe. Ein solcbcs Dc-
fi/il wiirde andeulen, tlass bci dor Eliminalion der Oxalcssig-
saurc fin nnderer Molabolil gcbildcl worden isl. In Nicrc,

Pankroas, l.unge. Milz, Placcnla und peripberen Nerven cnl-

Npricltl die .Mengc dor vcrscbwundcnen Oxalcssigsaure dor
MfUge d('r gobildelcn andcren Sauren, die sicb grbsslonlcils aus
bumarsatirc und .\pfclsauro zusammensctzl. Bci Versueben
mil Hirngowt'bf findcl man nur 20 % dcr climinicrlen Oxalcs-
stgsrture aK oinc odor cinige dcr analysierlen Sauren wiodcr.
also t in Dofizit von 80 'i;. In Leber orgibl sicb ein Defizil
von aO in Musked von 30 Dies zeigl, dass unlcr ge-
ss issen ^ <‘r.sucbsbedingungcn in dicsen drei Geweben in viiro
ein grosser I oil dor zugesolzlcn O.xalossigsaurc anders umge-
Mlzl wordi-n kaim als durcb Beduklion zu Apfclsaure. Ein
•Mange} an Urousebs \ crsuclum isl, dass cr Jiicbl aucb Bs und
G.K. te.gbil:irsauro aiialysiorl bal. Nacb Szonl-GyOrgyis Tbcorio
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die Verdaulichkeit der Bestandteile des Weizens ausiibt. Die
Temperatur, der ein Brot im Backofen ausgesetzt wird, ist ver-

scliieden, diirfte aber, Avas das Weizenbrot betrifft, im allgemeinen
ZAvisclien 250° iind 270° liegen. Diese Temperatur erreicht das
Brot jedocli nicht. Nur die Kruste wird auf 150—180° erhitzt

(BIaurizio, 1924), AA’ahrend die Krume eine Temperatur von
96—99° erreicht (Ziegelmayer, 1933). Aueh die Backzeit wech-

selt sehr. Kleine Brote sind naeh 15—20 Minuten fertig, wah-
rend grossere Brote etwa eine Stunde benotigen. Bei grosseren

Broten maclit die Kruste einen kleineren Anteil des ganzen Brotes

aus als bei kleineren. I\lAURizro (1924) beziffert die Menge der

Kruste auf zAvischen 22,5 imd 44,? % des Troekengewichtes des

Brotes. Bei einem Brot von etAA’a 2 kg GeAvicht macht die Elruste

20—2 % des Brotes aus, Avalirend bei Brotchen von 30—50 g
35—42 % auf die Eiruste entfallen (Tauped, 1938).

Untersuchungen iiber den Einfluss der Hitze auf die Verdau-

liclikeit und den biologisclien Wert A'on Cerealien sind besonders

A'on Boas-Fixsek, IMorgan und kCtarbeitern ausgefiihrt Avorden.

So zeigten Boas-Pixsen und ihre Mitarbeiter 1934 durcli Wachs-

tunisversuche an Ratten, dass der biologische Wert von Vollwei-

zen sich durch einstundiges Kochen mit 40—60% Wasser nicht

andert. Dieser Befund bestatigt das, Avas Morgan sehon 1926

und 1931 fiir Weizenmehl festgestellt hatte. Sie fand dagegen

eine Einsehriinkung des biologischen Wertes des Weizenmehls,

wenn dieses 45 Minuten lang auf 150° erhitzt wurde. Diese Ver-

schlechterung des biologischen Wertes war bei VolhA^eizen be-

sonders stark. Dass der biologische Wert der Brotkruste unter

dem der Krume von Weizenbrot liegt, zeigten Wachstumsversuche

an Ratten (SIorgan und King, 1926). Zu demselben Ergebnis

kamen Kon und Markuze (1931) in bezug auf Roggenbrot aus

Mehl von 70 % Ausmahlung. Die Brotkruste Avird ausserdem

bei in vitro-Versuehen langsamer von Trypsin verdaut, als die

Krume (Greaa^es und Morgan, 1934). Aueh Kasein, das 30

Minuten lang auf 140° erhitzt wird, biisst an biologisehem Wert

ein. Indem sie diesem Kasein A'erschiedene Aminosauren zu-

setzten, glauben Greaves und Morgan (1933—^1934) gezeigt zu

haben, dass es vor allem das Lysin und das Histidin sind, die

bei der Erhitzung zerstort werden, was die Einbusse an biolo-

gischem Wert verursachen soli. Bei Wachstumsversuchen an

Ratten mit Weizenzwiebiicken und Brot aus demselben Teich

stellte Abelin (1930) fest, dass die Ratten bei Piitterung mit



SVKK FORSS.NfAN

ilsrcr Wirk'-uukcU iiie Atiwcienheit von Codehydrasc I (Cozy-

jn.i>ci. -Sowahl hoi Roduklioa von Oxalessigsaure als bei De-

iiv<iriorung vnti Apfehsriure wird dcr verfiigbare Wasserstoff

auf (:o(ithydr;t>e 1 tibertragen, die dabei in ibre reduzierlo

I-nrjn uhcrgoht. Roi der C,-Saurcnkalalyije wird also diese

F.inn zwoiinal gobildet, ersl bei der Reduktion von Oxalessig-

sfiare bei der 'rriosephosi)haUlehydrierung und dann bei dcr

ApfelvauntJehydrierung. Es ist dabcr nach Martins wenig

waiirscheialich. dass die Oxalcssigsaure-Apfelsaure-Katalyse

cia stir den Wasserstoft transport notwendiges died darstellt.

sind in Kiirze die wichligsten kritiscben Gesichtspunkte,

die -sich gegon Szenl-Gydrgyis Untersuchungen und die daraus

abgeleitften Theorien anfiibren lassen. Wir schliessen daraus:

S:aU-Giiuru!jis Ansiclit fiber die doininieremle Bedeutuivj der

(A-Sdinen fur den Wusserstofftransport kann yerjenwartig niebt

unerknunt werden.

Sowold Oxalessigsaure als Funiarsaurc konnen als Wasser-

stofiacceptoren fiir reduzierlo Codehydrogenase I dienen und
kdniien also auch als Kalalysaloren beim Wasserslofflransporl

im Sinne S/ent-Gydrgyis wirken. Dies ist keine spezifische

Eigeuschaft tier C,-Sauren. So konnen z. B. Fumarsaure,

Oxalessigsaure, Brenztraubensaurc, Acelessigsaure oder Ace-

laldehytl als Wassersloffacceplor fiir reduzierle Codehydro-
genase I bei tier enzyniatischen Oxydation von /9-Oxybutter-

saure in vitro tlienen (DkwaN u. Green 1937). Knoop (1938)

hebl hervtir. tiass Metabolilen beiju .Abbau der .Aniinosauren

als Wassersloffacceptoren in vitro wirken konnen. Sie

Ireleii tiabei als Katalysatoren auf und schwingen zwiseben
oxydierteii und retluzierlen Formen. Oppenuei.mer (1939, S.

1013 ) ist der Aijsicht. dass ..voriibergehend wahrend einer ge-

wissen Cdeiehgewiclilslage — z. B. bedingt durch ein beslimmtes
Ue<!f)x- Potential — munnehr cine Stoffwecbselabhuustufe uls

Ktitidguitor fungieren kann, indein sie als reversibles Redox-
system fine Zeitlang andere Slufen debydriert und den Was-
serstofi weitergibl, bis tlie Betlingiuigen andere werden, und
die^e Stule v<m der Rolle eines Kalalysalors berubergewechselt
zu tier eines Metabolilen, tier selbst in den .Vbbau hineingezogen
wirti.*'.

Naebdetu in tier tibigen Kritik die meisten Arguinente Szenl-
G>org>is fiir die (.i-8aurcntheorie wiederlegt worden sind,
durfle von tliesen niir die Tatsache ilbrig sein, die Szent-Gyorgyi
utspninglich tlie (nundlage seiner Theoric bilden Hess: dass
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naeh innerlialb der FeWergrenzen der Methodik. Vorsichtiger
sind Lunde, Kringstad und Olsen (1939) in ihren Seliluss-

folgerungen. Sie halten es fiir scliwierig, mit Sicherheit zu be-

reebnen, ob wabrend des Baekens ein Verlust an Vitamin Bj
eintritt. Jedenfalls halten sie diesen etwaigen Verlust fiir nicht

besonders gross.

Beim Backen bilden sich in der Brotkruste Rostprodukte.

Solcbe Stoffe bezeichnen Bickel und Mitarbeiter (1921, 1927,

1928) als »Hitzesekretine». Diese steigern die Magensaftsekretion

iind die Darmperistaltik. Kestner (1922) bat ebenfalls nach-

gewiesen, dass die Rostprodukte in der Brotkruste die Magen-
saftsekretion anregen. Die Kruste von Brot und gerostete Brot-

scbeiben sollen langer im Magen verbleiben als Brotkrume und
ungerostete Seheiben. Durcb die verstarkte Absonderung von

Magensaft findet im Darmkanal eine bessere Ausniitzung sowobl

der Sticlvstoffprodukte als der totalen Brotmenge bei Genuss von

Brot mit verbaltnismassig viel Kruste im Vergleich zu Brot mit

wenig Kruste statt (Kestner und Knipping, 1926), Man wiirde

also mit anderen Worten bei einer gegebenen Teigmenge eine

bessere Ausniitzung erzielen, wenn man daraus kleine Brote backt

statt grosser. Die Versucbe, auf die Kestner (1922) diese seine

Bebauptungen griindet, sind teils mit Brot aus 94 % Roggen-

mebl und teils mit solchem aus 85% Weizenmehl ausgefiibrt. Er

findet in diesen Versucben, dass die mit den Faeces ausgeschie-

dene lilenge Trockensubstanz beim Genuss von Weizenbrot kleiner

ist, wenn dieses in Form kleiner Brote verzebrt wird, als beim

Genuss grosser Weizenbrote, wabrend hingegen die kleinen Rog-

genbrote geringeren Stickstoffverlust durcb die Faeces bewirken

als die grosseren. Die Versucbe, im ganzen sieben, sind an zwei

Menscben ausgefiibrt, und zwar vier mit Weizenbrot und drei

mit Roggenbrot. Der Stickstoffverlust mit den Faeces war bei

der Roggenbrotkost 61, i 49,o und 57,5 % bei grossen Roggenbroten

bzv'. 5>Rundstucken» und Brotchen. Die mit der Kost bei den

verschiedenen Versucben zugefiihrte Sticlmtoff- und Gesamtbrot-

menge war nicbt konstant. Da bei den verschiedenen Brotsorten

kein grosserer Unterschied zwischen den Stickstoffverlusten mit

den Faeces festgestellt worden ist, diirfte eine Nachpriifung er-

forderlich sein, bevor man weiterreichende Schliisse aus diesen

Resultaten zieht.
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- atif .Surrinnddivdrogciiasclosungen nfiher orlbrscdil wor-

ts, t-. Du- lit In fsomion VersucJic werden in Kap. Ill hescbriebcn.

i\ sind fur dio V<*r.snolisliero gcoignete Doscn zu erproben.

vnv’oU di«‘s nocb nicbl bcbannt ist, gill cs fo.stzu.stellen, dass

I>. i (f. n >pa!er verwondiden Dosioningen keino pbarmakolo-

givrlion Wirkiingen nufli-oten. die moglichcrweisc sekimdar

Stannii^fU dos Sloffwcchsels vcrursacbcn kbnnlen. Dicsc Ver-

^s!cb^' va rdon in Kap. IV bescbricbcn.

Nat'h diosen Vorarboilen kiinnen die endgiiltigen Umsol-

/utrK's%«‘r,',uohu am ganzon Tier und bci Organperfusion ausge-

(iihrt wenlon. Planung, Ausfiihrung und Ergebnisse derselben

Wi-rdrn in Kap. bubnndoH.
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bekarmt, doeli bestehe kein Anlass anzunehmen, dass die Mag-
neshimmenge der Nahrung zu klein sei.

Die 5>Norrlandsimders6kningen» wurde am Ende einer Hocb-
konjvmktur durcbgefiihrt, und Abramsons Untersuebung stammt
aus einer Zeit, als die Arbeitslosigkeit in Sebweden recbt gross

war. Dock diirfte man sagen konnen, dass zur Zeit beider Unter-

suebungen im Vergleicb zur jetzigen Lage relativ gute Bedin-

gungen fiir eine gute Volksernahrung bestanden. Sie zeigen aucb,

dass der Mangel an den bier in Bede stebenden Stoffen, vom
Vitamin B abgesehen, sebr Idein war. Wenn man unter den
jetzigen Verbaltnissen die Moglicbkeit untersucbt, das Mebl er-

giebiger zu macben, so muss es von Interesse sein klarzustellen,

wie die Eleie im menscblicben Darmkanal ausgeniitzt wird. Da
Edeie, wenn man von gewissen Lebensreformern absiebt, haupt-

sacblieb in Form von Vollkornbrot verzebrt werden wiirde, bat

sicb meine Untersucbung vor allem das Ziel gesetzt, den Einfluss

der Hitze auf die Verwertbarkeit der Kleie klarzulegen. Hierbei

ist ein Vergleicb vorgenommen worden zwiselien nicbt erbitzter

“Weizenldeie und soldier 'Weizenkleie, die auf Temperatureu er-

bitzt worden ist, wie sie denen entspreeben, die beim Backen in

der Krume und der Kruste eines Brotes erreicbt werden.

Zielsetzung.

Die vorliegende Untersucbung will die Einsicht betreffend den

nabrungsphysiologiscben Wert der Weizenldeie erweitern. Sie

soli dazu beitragen, die umstrittene Prage nacb der Bedeutung

des groben Brotes klarzulegen.

Vom nabrungsphysiologiscben Gesicbtspunkt aus bat die Kleie

sowobl gute als schleclite Eigenschaften. Durcb die Weizenkleie

werden der Kost u. a. liochwertige Eiweissstoffe, B-Vitamine und

mineraliscbe Stoffe zugefiihrt. Die Zellulose der Kleie kann so-

wohl einen giinstigen als einen ungiinstigen Einfluss im Darm-

kanal ausiiben, je nacb der Menge, in der sie verzebrt wird.

Zu den vom nabrungsphysiologiscben Gesicbtspunkt aus

.schlecbteren Eigenschaften der Kleie ist vor aUem der reizende

Einfluss der Zellulose auf den Darmkanal bei Zufubr grosser

IQeiemengen zu zablen. Kleie in grosseu Mengen bewirkt eine

lebbaftere Peristaltik, eine scbnellere Darmpassage mit wahr-
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rur ^cbracht uuniciu In ilcr Mehrzahl dor Ffille luit luim

jifh du' LC.d’.i-hkvilsvorhaUniwc dor B.s und i;e\vhscr Succinate zuuiiUe

4 .jr.-*ch{. hS lit in V.’assor, Aikohol und Ather IcicJd loslich und laivit

-.ids ! 5 !!t Li.n;!ili.dk‘ a aus ^aurer -kvassriger Losung init Alhylallier oxlra-

Sukt<i:. Atiun xtraktioa von Us in diescr Weise isl uin Glied dor meihlcu

Analvnuincthodon. Was die Loslktikeit dor Succinate angeht, so ist in

di-nctn Zuiaatmciihang lulgeades von Inloresse *: Calcium- und Barium-

'.Uioina! ist iu Wassor Idslicii bzsv. zieuilich loslich, beide aber sind sehr

'vchwtfbislich in 7U--S0 ?o-igom Aikohol. Das Silbersuccinat ist in wass-

J.Mjung .isissorsl icluvorloslich. Bs kann aus nichl ullzu sclnvachcn

!.-.ss;in,;i:ii ilsirch Zusatz von Ferrichlorid (luanlitativ als basisches Ferri-

'ucc!;!.ii ijifailt wordon. Uloisuccinat isl in Wasser schwerldslich. Vide

An.il>M-niacihodon fusscn auf dem Ausfallea von Bs in Form eines dieser

'.r!iv.tfk"isl!chen Succinate, biswoilen mil Exlraktion voii Bs mil Ather

.dor Aikulud kumbiniert. Die eadgflitige Bestimminig erfoigtc darm in

•Srr Hegel gravimdrisch. (Ai-iiahahy 1907; Aslasoglou 1890; Boudas u, a.

t.Y.cS; lim.Y I'JOS; IlAiiniiN 1901; JBwge.ssen 1907; Kayseu 1882; Keim

tS'Jl; I.suoiiUE 1918; Macagno 1875; MOller 1890; MUSSET 1885; Pasteur

ihOl: Bag 189.1; Sciimitt u. lIiEt'K 1882.)

Die Hi alUin dutch Extraktion und .Vusfallen von den tibrigen organi-

srlt.'ii S.'iuren, die in biologischcm .Vnalysengul vorkommen kiinnen, zu

’.eluideii. id sehr schvver. Es bedeulde deshalb citien grossen .Schritl

\orw.ifls. als nun enUleckle, da.ss man sich die grosse Widerslandskruft

der .Sauro gegen slarke O.xydationsiniUd fiir ihre Bestimmimg zimutze

m.iehfij kunn I'Ku.sz PJO.'i). Es warden dann zahlreiche Methoden ans-

gearbeitet, die teili Kaliumpermanganat oder Bicliromat-Schwefelsiiurc

i.'fssemleii. um storonde organische .Stoffe zu verbrennen, teils gleich-

teitig lias F.lllimgs- imd Extraktionsverfabren wic oben heranziehen.

UtusiCA/.t 1929; BOTTtNi 1988; CiI.t.M.M u. NtTSClIE 1982; IlEIUE u. STEINER

I'.HfJ; llEinusniKA u. Quincke 1907; Mesthezat 1900; Nugconi n. Zac-

Cd.MM 19.82; Pozzi Escot 1908; .SE.sticiiON- n. Fi.anzy 1982.)

[lie ubigen .NIethoden sind in der Hegel fur die .Analyse von Wein oder

Obsts.iflen bostimmt. Einige auf <Ien obeugemumlcn Priazipien fnsseiuie

.Mflhoilen sind besoiiders fnr die Be.slimmung voa Bs in tieriscliem .Mate-

ri.il UioWibeii, Plasma u. dgl.l aiisgearbcitet. Die zuverlassigsten von
luben .MiiVLi: (1921) and .M.\.ssart u. GremrerGEN (19.88) ver-

liffeiiilicht. Movi.rs Molhodo erfurdert verlirdlnismassig grosse Mengen
Au.thseiiiiiateri.il. .SI. findet mil seiner Methndik von I—5 mg B.s, die er

drr .Muskul.ilnr znsotzl. 9.8 !?» :£. 5 wiedcr. Die bciden Ictzlcren For-

sciur arbeiien mit kleinercn Mengen Au.sgang.smalerial und konncii
b.s - 0,(1 mg Hs ill Muikelgossebc mit tdiiom Fchler von etwa 10 % be-

slimnu-a. Diese beidon Melliuden .sind nichl ganz spezifi.sch. litre

<c;n.utigkeit rticlit fnr nitscrn Zwcek nichl an.s, utnl die Mengc ties fiir

eiur .Itiahv' benoliglcn .Vusgaiigsinaleriat.i isl altzn gros.s.

Litte bi.etsichl ub*T die I.ilsHchkeit verseliietieiier .Succinate findet
‘-•.rh }><-» it u' *!,V.‘3),



EXPERIMENTELLES.

Kap. I.

Verdauungsversuche in vitro.

Die Verdauungsversuche in vitro wurden vorgenommen, um
eine relative Vorstellung dariiber zu gewinnen, Avie viel Emeiss,

Calcium und Magnesium aus Weizenkleie herausgelost werden
kann. Zu den Versuclien -wurde Handelskleie ungeschalten Wei-

zens, der auf 80 % ausgemahlen war, verwendet. Diese Weizen-

kleie enthalt Schalenteile, die Aleuronschicht und Keimlinge.

Hire Zusammensetzung, an der an der Luft getrockneten Sub-

stanz berecbnet, ist aus Tabelle 11 ersichtlicb,

TABELLE 11.

Weizenkleie (80—100 Ausmahlung)

Trockensubstanz 89,90

Sticketoff 2,882

Calcium 0,082

Magnesium 0,489

Fett 3,88

Eohfaser 10,8

Vor den Verdauungsversuehen wird die Kleie in einer Hand-

miilile so vermablen, dass 55—60 % der Kleie ein Sieb mit 0,3

nun Padenabstand und 100 % ein Sieb mit 1 mm Padenabstand

passieren.

Palls nichts anderes bemerkt, sind die Verdauungsversuebe in

vitro in Spezialglasern von 100 ml Volumen ausgefiihrt war-

den. Die Glaser sind so vorbehandelt, dass sie kein Alkali ab-

,

geben. Bine abgewogene Menge Weizenkleie wird in die Ver-

dauungsgefasse gebracht, mit einer bekannten Menge Verdauungs-
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slimrnl wird. iJirsc Mctlio<!i- isl auch niclit gcnugend crapfitidlich. S7XNT-

fhUKGVi liat in scinem Instifnl cine Mcthode a«isar!>ci!en Jasscn Knizsv,

JP.'J'i’s. di(.‘ sirh anf dii" Fahijlkeil gowasdicner Musknlntur slTdrl. nach

Zn<ial7 von Hernsleinsfirc Sauersloff zii vurbraudu-n, %vol)ci der Vcr-

bratidi in dirtktcni Vorhallnis zur Snccinatmcngc sldd. Der Saiicr-

vioffvi rlirnnch winl nnch Warluirg gemesscn. Die klcinslc Menpe IJenv

steinsfuirc. die Szcnl-Gyorgyi nuf diese Weisc annly.sioren konntc, war

0,2 nn: (200 V] mil eineni Felder von nO %. Der niisolulc Fchler war

al'vo 100 y. I)i( «.e Methodo isl von KnKRS und von Wkii.-Mauieriik !edi-

nisrh verhessert wordeii. Dit erstere hal :ds kleinsle Menge in eincin

einrelnen veroffeidliddcn Vcrsndi 200 y mil cincm I'clder von 1 % be-

^limnll, der btzlgenannlc Aiilor cnlsprodiend 000 y. In keincin dicser

Fiille isl der VerMich pemadd worden, den niilllcren Felder der Melbode

festznsU'lkn. In Aidtelradd der Methodik fur die Mcssnng de,s Sauer-

^to^'verbrnndls knnn man den absolulen Fchler in beiden Fallen md
ndnde.stens 20*/ Aclnilzen.

Wir konnen also zusammenfassend fcslslellen, <lass von den Melhoden

zur nesliinnning von Ilernslcinsfnirc nur die von Tlnmbcrg angegebene

cine nusreidiende Genatngkcil crinoglidd, dass diese Melbode jedoeb

wepen ibrer Umsliindlidikcil fiir die Analyse prosscrer Probenreilien, was

bi'i Sloffwedisdversucbcn nolwendip sein kann, nicbl pccipnel isl.

Das Prinzip der neuen Methode.

Es ist von vornlicrein unwahrschcinlicli, (lass sicli liei dicsiMi

niedrigen l?.s-Konzcnlralionen cine Beslimmiingsmclliodc auf

das Ausfrdlen von Bs in Form eine.s .sclnvcrliislichen Siiccinat.s

griinden kdnntc. Fine Vorunlersuchung fiber die Ldslicbkeil

der liishcr fi'ir die Bs-Analy.se licnulzlen Siiccinale (Ca- und
Ba-Succinat in Alkoliol, Silber- und Blci.succinat, has, Fcrri-

.snccinal) zeiglc ancli. dass keines von ihnen .so scbwerldslicb

isl, dass es fur die Bs-Beslimrnung bei den Konzcnlrationcn,

urn die os sicli bier banchdl, braiicblrar ware. Ncubergs Pyr-

rolreaklion ist. Avie sebon gesagl, wegen ibrer geringen Spezi-

fitat nicbl geeignet, Fs Irleibl also nur die Mbglicbkeil, eiiie.

iKMie biologiscbe Melbode auszuarbcilcn oder erne der oben an-

gegebenen umzuarlreilcn.

Nacbdem iclv mebrere ver.scbiedcne Prinzipien gcprufl hatle,

fand icb das von J. Li:ii.man.\ (19:18) zur Beslimniung von

MilcbsHure angewandle am besten. Die in der Probe' befind-

licbe Menge Bernsleinsaure wird bier von Succinodehydrogennso
zu Fumarsfiure debydrierl. mil Ferricyaiiid als Wasser.sloff-

acccplor. Fur jedos .MoU'kfd dcliydriorte Bernsteinsaunr bilden

sirb 2 Molekfde bVrrocyjinid. Nacb beendigler Kenktion wird
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1) nicht warmebehandelter 'Weizeiildeie (=iinbeli. K.),

2) Avahrend 1 Stunde auf 97° erliitzter WeizenMeie (=K. 97°)

3) Avahrend 1 Stunde auf 170° erhitzter Weizenldeie (=K. 170°)!
Yerdauungszeit : 2, 3 und 4 Stunden.

Tabelle 12 zeigt die ausgeloste N-Menge in Prozent des N-
Gelialtes der A'erAvendeten Kleie. Als Verdauungsfliissigkeiten

liabeu gedieut 1. Salzsaure (pH 1,?), 2. destilliertes Wasser (pH
6) und 3. eine 3 % ige Losung A'on Natriumbicarbonat in destillier-

tem Wasser (pH 8,i).

TABELLE 12.

Yerdauungszeit AusgelOste N-Menge in d. ursprungl. Menge
unbeh. K. K. 97° K. 170°

AuslOsungsfliissigkeit: Salzsilure, pH 1,7

2 Stein. 28 26 11

3 > 27 26 11

4 > 27 25 11

AusKisungsflUssigkeit: Best. Wasser, pH 6

2 Stdn. 31 23 10

3 » 29 24 11

4 > 30 24 13

AuslOsungsflfissigkcit: NatriumbicarbonatlOsung, pH 8,1

2 Stdn, 35 27 6

3 > 39 28 6

4 » 44 30 6

Alle diese Fliissigkeiten losen eine kleinere Menge N-Produkte

aus K. 170° als aus unbeh. K. aus. Auch eine Erbitzung auf 97°

seheint die Auslosbarkeit des Stickstoffs ein Avenig herabzusetzen.

Der letztgenannte Unterschied diirfte jedoeli bei den Versueben

mit Salzsaure so klein sein, dass er innerhalb der Peblergrenzen

der Metbodik liegt. Dagegen ist der Unterscbied bei Auslosung

mit destilliertem Wasser etwas grosser und bei Verdauung mit

Natriumbicarbonatlbsung am grossten.

Ausser den Versueben mit Salzsaure, destilliertem Wasser und

Bicarbonatlbsung allein sind Verdauungsversuche mit Pepsin

und Trypsin ausgefubrt Avorden. Die verAvendeten Praparate

Avaren das Pepsin der scbAvedischen Pbarmakopoe und ein Tryp-

sin der Pirma Merck. Von den Enzympraparaten Avurde so viel

zugesetzt, dass das Verdauungsgemiscb l7oo davon enthielt.



30 SVEN' FOHSS.MAX

wurde nun ein Redoxindikator zugeselzt, dessen Polcnliul zwi-
sclien dein des Ferricyanid- und dem des Succinat-Sysleins
liegt. Nach Priifung mehrercr Indikaloren slellle os sich her-
aus, dass 2 : 6-Dichloroplienolindophenol ricbtige Resultale er-

gibt, auch da, wo man ohne Farbzusatz zum Ferricyanid falscho

Werle fiir bekannle Succinalinengen erliiell.

Wie spfUere Untersuchungeii gezeigl haben, ist indessen die Ihcorelische

Grundlage der Farbwirkung nicht ganz die oben bescliriebene. Sic isl

bisher noch niclU vollig klargeslellt und ist Gegenstand weilcror Unter-

suchungen.

Seit langem isl cs bekannt, dass Succinodehydrogenasclosiingen von

der Art der bei diescn Versuchen angewandlcii (s. unlen) bci Zusalz von

Succinat Sauerstoff verbrauchen. Kdnntc bei Besliminung nach dieser

MelJiode der Sauerstoff der Luft ganz oder leilwcise ais W'asserstoffacccp-

tor dienen, so ware die Analyse naturlich wcrtlos. Ein Arbeitcn im eva-

kuierlen System, wie bei Thionin- oder Melhylenblau-Vcrsuchen, wurde

das Vcrfahren erheblich komplizieren. Deshalb wurden die erslen Ver-

suche stall dessen mil einem Zusatz von Cyanid in eiuer Konzentraliou

ausgefubrt, bei der die Cylochroinoxydasu und damit der Sauersloffver-

braucii vollstandig gehemint wurde. Es zoiglc sich jedoch, dass bei Vor-

handensein von Ferricyanid im Obcrscliuss ohne Cyanid-Ztisalz kein

Sauerstoff verbraucht, sondern der Wasserstoff quanlitaliv auf das Ferri-

cyanid uberlragen wurde. Dies lag jedoch nicht an einer flemmuiig der

Cylochromoxydase, denn selzt man stall de.sseu Succinat im Oberschuss

zu, also mehr als der anwescnden Menge Ferricyanid entsprichl, so findel

ein Sauersloffverbrauch stall.

Der Sauerstoff der Luft slorl also, bci Vorhandensein von Ferricyanid

im Oberschuss, die Reaklion nicht.

Reagenzien und Losungen.

KdUiiniferricijaiiidldsiiny: 0,0j-molare Stammhlsuug. g Kaliniii-

ferricyanid (Kahlbaum zur .-Vnalyse) wird mil Aqua redesl. auf -00 nil

verdunnt.

Fcrricumid-l'arbslojj-PulfcT-Lusmvj- 20 ml Kaliurnterricyanid-.Stamni-

losung + 10 ml 2 : 6-DichlorophenolindoplienollGsung 1:2000 werden mit

.M/ITj Sorensen-Phosphat pH 7,u.s auf 100 ml verdiinnt.

Farbldsuiuj: 2 : G-Dichlorophenolindophenol O.OM g werden in 100 ml

.Aqua redcst. gelosl. Die Losung nius.s 21 Slunden in Zimmerlemperalur

stchen, l)evor sic fillriert und gebrauchl wird. An dunkler Stelle auf/.u-

bewahren.

Mll5 Fhoxphdt pll O.sot g NajlIPOi + 2niO (.Merck, nach Soreii-

.sen) und l.bW g KlLPOi (.Merck, nach Sorensen), Aqua redesl. ad, 1 1-^

Afo/irx IFnuiuj: 0,y2-molare .Sbi/nnifdanny. O.iMJ Mohrs Salz (.Mcrc».,

Ferro-.Ammonium sulfuricmn pro .Analysi -f t'dljOj r 5 ml IH-n Schvvefel-
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findet man, class in den Vcrsuchen niit ziigesetztem Enzym mehr
N ausgeldst worden ist. Pepsin nnd Trypsin vermogen also die
Jlcngc des auslosbaren N zu steigern. Sie konnen mit anderen
Worten die N-Prodnkte der Kleiezellen abbauen; die Enzyme
konnen die Wdndc der KlcictcUcn diirchdringcn.

Der folgende Versueb Anirde gemacht, nm zu kontrollieren,

class die protcolytischen Enzyme der Klcie durch einstiindiges

Erhitzen auf 97" zerstbrt werden. Der Versueb stiitzt sieh auf

den von Jorgensen' (1935) gefiihrten Naclnveis, dass die Pro-

teinasen des V^eizenmelils durch Glutathion aktiviert werden
konnen. Es sollte clamit also untersueht werden,

1) ob nuch die Kleieprotcinasen durch Glutathion aktiviert

werden (Versueb mit unbeh. K.),

2) ob cine solclie vMctivierung aucli noch nach einstiindiger

Erhitzung der Kleic auf 97° mbglich ist (Versueb mit K. 97°).

Von unbeli. K. nnd K, 97° wurclen je 6mal 1 g abgewogen

und in Zentrifugenrbhren von 25 ml Volumen gefiillt. Doppel-

proben jecler KIciesorte vmrden versetzt mit

a) 15 ml Salz.snure, pH 1,?,

b) 15 ml dest. Wasser, pH ca. 6,

c) 15ml Z% Natriumbicarbonatlosung, pH 8,i.

Die cine von jedcr Doppelprobe wurde mit 1 ml Glutathion-

losung, 2 mg Glutathion (Hoffmann-La Roche) enthaltend, ver-

.setzt, die anderc mit 1 ml dest. VTasser. Nachdem in jede Probe

4 Tropfen Toluol gegeben worden waren, wurden die Rohren

verstopselt, zugebunden und 2 Stunden bei 37° im Thermostat

geschaukelt, Anschliessend wurde sofort zentrifugiert, worauf

von dem Boclensatz und der dariiberstehenden Losung quantita-

tive Proben zur N-Bestimmung entnommen wurden. Von dem

in der Verdauungsfliissigkeit gefundenen N wurde die bekannte

I^Ienge Glutathion-N abgezogen. Die Versuchsreihe vmrde einmal

wiederholt. Tabelle 14 zeigt die gefundene Unterschiede zwischen

den prozentual ausgelosten N-Mengen in den Versuchen mit und

ohne Glutathion.

Es w’ar keine Aktivierung der Proteinasen in den Versuchen

mit K. 97° nachzuweisen. Der Versuch bestatigt die Annahme,

dass diese vollstandig oder so gut wie vollstiindig durch einstiin-

dige Erhitzung auf 97° zenstort werden. Aus der unbehandelten

Weizenkleie W’erden dagegen in Anwesenheit von Glutathion

mehr N-Produkte ausgelost. Bei pH 1,7 und 6 ist diese Steigerung

selir gering und dtirfte sich in den Grenzen der Versuehsfehler
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Phosphallusung wird in klcinen Mengcn untcr standigem Um-
riihreii im Morser ziigeselzl. Nachdem allc Phosphalldsung
zugcselzt ist, wird das Gemisch dann und wann V: Stundc lung

geruhrt und dann 10— In Min. energisch zcntrifugicrt. Die .\k-

livilatsprufung und Bcstimmung der Spontanreduklion wird
nach J. Lehmann (1930) im Tlumbcrg-Vcrsuch ausgcfuhrl.

Ziir Akliviinisprobc wird folgcndcs Reaktioiisgcmiscli vcrwcndel:

M/lf) Phosplialpuffer pH 7,n 2.0 ml

M/.'» Nalriumsuccinal 0,S

Mclhylcnblau-Losung 1 : 2000 (IfiO y) 0,3

Enzymlosung 0..')

Ziir Bcstimmung dcr Spontanreduklion:

M/15 Phospbatpuffer pH 7,3 2,0 ml

Molhylcnblau-Losimg 1 30333 (15 y) 0,5

Enzymlosung 0,5

AIs Mass dcr Aklivilal und Sponlanreduktion wird die Entfarbungsrcil

in Minulcn bci Entfarbung bci 37° angegeben.

Die Enzymlosung wird iiiK Kiihlschrank aufljcwahrt und hfilt .sicb in dcr

Regcl 4 Tagc,

Ausfulirmig der Bestimmung.

Zii 1 ml dcr Probe werden in einer Zcntrifngcnrdhrc 1 ml

Ferriej’anid-Farbstoff-Puffer-Ldsung und 0,r. ml EnzymKi-Sung

gegeben. Die gleicben Mengen werden dcr Enzym-Wasscr-

Kontrollc zugesetzt, stall der Probe wird bier jedoeb, 1 ml

Wasser genomnien. Es empfieblt sicb, Doppclprobcn zu

machen. Nachdem die Rdbrcn 1 Slundc lang bei Zimrncrtcin-

peralur im Dunkeln gestanden baben, selzt man 0,5 ml 30 Jtiige

Trichlorcssig.siiure zu. Nach 10 Min. wird die Losung 7 Min.

lang zenlrifugiert (3000 Umdrehungen/Min.). Aus jedcr Rohre

werden (mil aiisgewogener Pipcltej 2 ml in Titricrroliren mil

flachem Boden abpipetlierl. (Dimension der Titriergiriscr;

sicbe Leh.mann 1938.) Jede Rohre wird mil 3 ml 18-n Scliwefel-

saure, 3 ml Wasser und 3 Tropfen Indikalorlosung versetzl.

Dann wird mil elwa 0,ooi-molarer Cerisulfallosung aus einer

Mikroburelle tilricrl. Am bcslen verwondet man hierbei

Druckliift zum Umriiliren. Das Ablaufrohr dcr Cerisulfatld-

sung, das zu einer Kapillare ausgezogcn ist, muss unferhalb des

Fliissigkcitsspiegels nahe dem Boden neben dcr Miindung des

Druckluflrohrs munden, Untcr gulem Umriibren lassl man
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TAHKLLK 15.

AupgoKiPte X-Monge in d. nrsprungl. Menge
iniboli. K. K. 07° K. 170°

Au?l\mmgj!nnF.«igkcil; Magensaft, pH 1,7

2 .Sain. 3S 30 15
:> > 30 .30 16
-1 » 30 40 16

2

G %

TAftliLLH IC.

AnsLn-lii^tt.' X-Mengo in li. iirsprOngl. Menge
uaheh. K. K. 07° K. 170°

gkeit: Pundcnnl.'^aft, pH 8,0

60 26

71 61 20

75 71 30

e bzw. Katrimnbicarbonatlbsung

fnl.spri'rhcncli'm pH (.‘^ioho Tnb. 12). Dip proteolytisolion Enzyme
m(*t!S/*hno)u^n .\liigen- mitl Duoficn.'ilsafte.s vcrnuigen also in

(lie Kleitv’ellc ciiw.iulringi'n. Die.s bo.stiitigl, was schon fiir Pepsin

mid Trypsin fostgestollt wurde. Fcrncr kann man liier cine

schk-eUtf're Au^^liisharkeil der X-l'rodnkte ans K. 170° beobacliteu.

In sinderon Vor.'^ueh wurden nnbcli. K. nnd K. 170°

rurr^; mii .^Iae^:’ns.‘!^t nnd dann mii Dnodenalsaft verdant. Der

Mag'en* nnd Dnndcnal.'-aft warden in der oben angcgobenen Weise

gewonnen. der liagensaft von dem.selben Patientcn, der Duodenal-

s:ift Veil eincm tnuleren. Der pH des Magensafte.s war in clic.sem

Fade 2.'. der de.s Duodenalsafte.s 8,n. Der Verdaiiungsversuch

wnrde in Z“nirifiigenr<>liren von 25 in) Volnnien an.sgcfiihrt.

Xaelidem ib-r .'dagensaft <lie Kleiezcllcn 3 Stnnden lang verdant

batfe. vairde dvr lu’iiireninbalt zenlrifugicrt, die Vcrdammgs-

niissjgkeii abgego.'isen nnd der Bodensatz 2mal niit de.st. Wasser

<rewn';chen. In Vf;rdam!ng^sflussigkeit nnd IVasclnvasser wurde der

N beKtimmt. Dnranf wurde der Dnodenalsaft zn den mit Magen-

safi verdanien Kleiezellen gegebcn. i)Iit 1 n Salzsanre wurde der

pH anf fig, geiindert. Die Verdnnungszeit war in diesem Versuch

2, d nnd fi Stnnden fiir je cine Probe nnbcli. K. und K. 170°.

Knelt beendigter Vcrdannng warden die KIciezcllen wieder 2mal

mil de.st. Wasser gewasidien. Dann wurde der N in dieser Ver-

daamursflii.ssigkeit'rWasebwasser .sowie in der verdauten Weizen-

kleie bpstiinnil. Das Ergebnis die.sc.s Verdaunng.svcr.suc]ies ist aus

Tabelie 17 zn er.seben.

;) — I!(irr«'.r{!i!!.
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Faktor: SjLi73
•I

—= 88,575 . 0,5a IS = 56',5o‘.

k’.w:

ml CtTbulfallosuiig ciitsprechencl dcr Meiige tier Bernsteinsaure in tier

i’rohe:

l,s50— 0.557 r=: 1,255.

Ergebiiis der Analyse: 86,5(3. 1,555= 118,2 y Bernslemsaure

In dcr Probe anwesendo Menge Bernsleinsaure: llS.iy

Dif/eronz: O.f/

Proz. Fehler: 0,1 %

Staudardiaierung der Versuchsbedingungen.

Voltimen dcs lieaklionugemischs: Die Methode ist staudardi-

siert worden, so dass das Gesamtreaktionsvoluincn 3 ml belragt.

Dadiirch ist es mdglich, 2 ml zum Tilrieren zu verwendeii, so

dass der Cerisulfatverbnuich nicht zu goring imd der Tilrier-

fehler nicht rclaliv gross wird. Gleichzcilig wurde bis zu 1 ml
der Probeldsung verwendet; bei holier Succinatkonz. wurde
onlweder verdiinnt oder eine kleinere Menge zugesetzt, wobei

das Volumen mit deslilliertem Wasser auf 1 ml gebracht wurde.

Es ist ein Vorleil, eine so grosse Menge Analysenmaterial zu

verwenden, da die Succinatmenge z. B, des Serums normal so

goring ist.

Ferricyaiiidkonzentration: Es ware selbslversliindlich von

Vorleil, eine moglichst grosse Menge Ferricyanid zu verwenden.

Die Bestimmung konnle dann bei hoherer Bs-Konzenlration al.s

sonst ausgefiihrt worden. Doch ist es nicht moglich, bcUebig

hohe Ferricyanidkonzontralionen zu haben, da hohere Konzen-

Irationen die Succindehydrogenase hemmen, wie aus folgender

Tabelle ersichllich ist.

Judes Rohrchen ist mit l,o ml 0,ooi-mol. Succinat verselzt—
™ 118,1 y Bs. Jeder Wert ist der Mittelwert aus 2 Beslim-

mungen.
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einen moglichst sclinellen Abbrucli der Verdauung zu bewirken,
babe ich das Yerdauungsgefass in kaltem Wasser geldiblt und
die Verdauungsfliissigkeit mit Lange bzw. Salzsaure neutralisiert.

Bei der Neutralisation lasst sieb kletbylorange als Indikator
benutzen.

Natriumbicarbonatlbsung bat in diesem Falle keine Anwen-
dung finden konnen. "Wenn bei der Neutralisation mit Salzsaure

die ICoblensaure entweiebt, bildet sieb namlicb ein so starker

Sebaum, dass die Probe iiberfliesst. Deshalb wurde Boratpuffer

benutzt. Die Yersucbsergebnisse geben aus Tabelle 18 bervor.

TABELLE 18.

Verdauungs- Ausgelfiste IN-Sfenge in % der ursprangl. Menge durch

zeit Verdauung mit:

Pepsin-SalzBiiure (pH 1,7) Trypsin-Boratpuffer (pH 8,1)

unbeh. K. K. 97° K. 170° unbeh. K. K. 97° K 170°

3 Min. 30 29 12 23 25 19

5 > 32 31 13 — — 20

10 > 34 37 17 28 27 21

15 > 37 40 24 30 28 23

30 > 42 44 25 33 32 24

60 45 45 27 37 37 26

120 > 48 49 28 42 41 28

Die Werte der durcb Pepsin ausgezogenen N-klenge sind im

allgemeinen libber als die durcb Yerdauung mit Try^isin erbalte-

nen. Bei den bier benutzten Enzyunpraparaten pflegt das Yer-

baltnis unigekebrt zu sein. Die Erklarung diirfte in den nacb-

stebend genannten Faktoren liegen konnen:

a) Borat bemmt EnzjTne,

b) nacb der Pepsinverdauung Terschiebt sieb der pH-Wert

bei der Neutralisation im alkaliscben Sinne; die Eiweissstoffe

geben leiebter in Lbsung. Nacb der Trypsinverdauung ist es

umgekebrt.

Ein Bliek auf die Yersucbsergebnisse zeigt, dass bereits nacb

3 kEn. Yerdauung ein niebt geringer Teil der N-Produkte aus-

gelbst ist. Um zu untersueben, ein wie grosser Anteil der N-

Auslbsung auf das Konto des Enz^uns zu setzen ist, sind mit

K. 97° Doppelproben ausgefiibi't worden, und zwar exakt wie

in den Yerdauungsversueben, nur obne Enzymzusatz. Es zeigt

sieb, dass mit Salzsaure (pH 1,7) 12.% der Stickstoffprodukte
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BHd S03. Zus.nijc in picichcr Proportion vrie bci dcr Bs-Bcsiitnmung; 1 tnl

FcrricTunid-Fnrbstoff-Puffcr-Losung (mil O,0l-ni. Ferricyamd), 0,5 ml En-

rymlo!iunp, 0,2—0,3 ml Succinal im Scilcnrohrchcn, im Rcripicntcn Aqun

rrdrsl. ad 2,5 ml, im „K01l-Einsalz“ 0,5 ml 5 % KOH.
Almospharc: Luft. Schfitlcln: Amplihidc rb 20 mm. Frcqucnz lOO/Min.

iN.hlMcpcriodcn: 15 Minutcn. Tcmpcralur 37,0°.

TABELLE 2.

cmm Oj.

iviihrcnd 7 Ablcsepcrioden
(105 Min.).

Ztisals im Seilenr6hrchen.
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1,7) und Tr^’psin-Natriumbicarbonatlosung (pH 8,i). Je eine der
gleich lange Zeit erbitzten Proben. wurde mit Pepsin nnd mit
Trypsin verdant. Die Verdauungszeit war 2 Stnnden. Die Ver-
suclisergebnisse sind aus Tabelle 19 ersichtlicb.

i\Iau kann also feststellen. dass Pepsin und Trypsin eine gleicb

grosse iilenge Stiekstoff aus Weizenkleie auszulosen vermogen,
wenn diese 4 Stnnden lang auf 97° erbitzt war, als wenn die

ICleie nur eine Stunde lang dieser Temperatnr ausgesetzt war.

5. Grad der Erliitzung und ausgeldste N-Menge.

Wie oben festgestellt, wird die Verdaulicbkeit des N in Weizen-

kleie durch Erliitzung der Kleie auf 170° gegeniiber auf 97°

erhitzter bzw. nicbt vorbeliandelter Edeie herabgesetzt. Um naber

in Erfahrung zu bringen, wie der Grad der Erhitzung die Verdau-

liehkeit des Stickstoffs beeinflusst, wurde folgender Versucb

gemacbt.

Es wurden Proben zu 1 g unbeh. K. abgewogen und fiir eine

Stunde in den Thermostat gestellt. Die Temperatur im Thermo-

stat wechselte zwisehen 51° und 253°. Naeh der Erhitzung wur-

den die Proben in Zentrifugenrohren mit 25 ml Volumen, die

als Verdauungsgefasse dienten, gebracht. Als Yerdauungsfliissig-

keit wurde teils Pepsin-Salzsaure (pH 1,?), teils Trjpsin-Natrium-

bicarbonatlosung (pH 8,i) verwendet. Die Verdauungszeit: 2 Stun-

den. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 20 verzeichnet.

TABELLE 20.

Temp, im Ther- AusgelOste N-5Ienge in ^,6 der urspi-angl. Menge nach

moatat (Zeit im 28tttndiger Verdauung mit:

Thermostat Pepsin-SalzsUure (pH 1,7) Trypsin-Natriumbicarbonat-

1 Side.) lOsung (pH 8,1)

51° 31,8 32,8 32,3 51,9 53,4

76° 33,2 33,1 32,3 48,9 50,3

97° 33,8 32,5 32,3 49,2 48,8

125° 29,5 29,4 28,8 40,8 40,4

148° 19,6 26,4

175° 15,8 16,2

200° 10,0 7,6

221° 6,9 5,7

CO 5,5
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Eiue experimentell begruudete Erklaruug <ler zu hoheiv Werte

bci Bs-Beslimiuuug ohne Farbstoffzusatz fur gcwisse Enzyme
Oder der Nalur der Farbsloffwirkung vermag ich gegemvarlig

nicht zu geben. Beide Erscheinungen werdeii indessen den

Gegenstand weiterer Untersuchungen bilden.

Die Erfahrung hal gczeigt, da&s dec beste Farbstoffgehalt (in der Ferri-

cyanid-Farbsloff-Puffer-Losung) 50 -./ml (= 1 :20000) ht. Audi 70 ylml

gibl richtige Bs-W’crle. Steigert man die Farbsloffkonzcnlralion betriidit-

iich daruber hinaus, so ergeben sich unregclmfissigc, bisweilen falsdie

Aualysenresultale. Docb darf der Farbsloffgehall nicht weniger als 50 y/inl

sein, wie nachstdieudc Tabelle zeigl.

Zusatz ;* Bs Analysencrgcbnis; y Bs

ohne Farbstoff mit Farbatoff 15 y/ml 30 y/ral 50 y/ral

118,1 133 120 126 121

(Samtlichc bier angegebenen Rcsultate sind Mitlelwerte aus je drei Be-

slirnmungen.}

U7r haben bei der Bs-Bestimmung eine Farbstoffkonzentra-

iion uon 50 Vlml verwendet (wie oben gesagt, ist bier die Farb-

stoffkonzentration der Ferricyanid-Farbsloff-Puffer-Ldsung ge-

ineinl, nicht die des Reaktionsgemisches).

Bei der Ausarbeilung der Bs-Bestimmungsniethode erhielten

wir anfangs m einzelnen Fallen Enzyme, die trolz diesem Farb-

stoffzusatz bei den Kontrollanalysen zu hohe Bs-Werte lieferleu.

Wir nahiuen an, dass die unbekannte Ursache dessen dariu

liege, dass in diesen Fallen hohere Konzentrationen beslanden

als sonsl, und wir versuchten diese Storung teils durch Zusatz

einer grosseren Meuge Dichlorophenolindophenol zu beseitigen,

teils dadurch, dass wir durch Verdiinnen der Enzymlbsung den

fraglichen Faktor abschwiichten. Die nachslehende Tabelle

verzeichnel die Ergebnisse soldier Versuche.

TABELLE 4.

Analysencrgcbnis
: y

nach 1 Stile. 2 Stdn.

Bs

3 Stdn.

Unvcriirinntcs Hnzym
Farbc 50 vimi 130 122 Ill

Hnzym *•- Jf, 15 PJios-

phat pH 7,a™ 1 ™ 1

Farhe 50 yhwl

117 119

Knzyra wie oben ver-

dannt;

Farbc 200 y/ml

77 IB
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Stromungsgeschwindigkeit= 5 Liter pro 4 Tage. Nach dieser
Zeit wurde die Kleie wiedemm. quantitativ heraTisgenommen,
zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und bei Zimmer-
temperatur mit Ventilator auf konstantes Gewicht getrocknet.
Der Kleieriickstand wog 161,6 g. Somit sind bei dieser Verdauung
60 % der Gesamtmenge ausgelost worden. 88,3 % der urspriing-

lichen N-Menge waren verdaut. Bei Wiederbolung des Versuebes
Avurden 88,7 % der urspriinglicben Stickstoffmenge verdant.

Der Versueh, zeigt also, dass annahernd 7,0 des Stickstoffs

der Weizenkleie mit Pepsin-Salzsanre und Trypsin-Natrium-

biearbonatlosung verdaut Averden konnen (siehe weiter S. 90).

7. Verdauungsversuche mit Weizengluten.

Vergleiehshalber babe icb aucb einen Verdauungsversueb mit

Weizengluten ausgefiibrt.

Das Gluten wurde dureb Wascben von Weizenmebl (Kungs-

brnen, Malmb stora valskvarn) unter fliessendem Wasser gewon-

nen. Die Wascbe wurde bis zur vblligen EQarbeit des Wascb-

Avassers fortgesetzt. Das so in bestmbglicbem Grade von Starke

befreite Gluten Avurde dann in diinner Sehicht bei Zimmertem-

peratur unter Ventilation getrocknet. Anschliessend Avurde es

zweimal auf der Handmiihle gemahlen und dann in einem Avohlver-

schlossenen Glase aufbewabrt. Die Partikelchen Avaren grosser als

die der entsprechend behandelten Weizenkleie : 19 % des Glutens

passierten ein Sieb mit 0,3 mm Padenabstand und 91 % ein Sieb

mit 1 mm Padenabstand. Das erhaltene Praparat entbielt 117,5 mg
N pro 1 g. Von diesem Gluten wurden 24 Proben zu je 0,5 g

abgewogen. 8 solche Proben Avurden fiir eine Stunde bei 97° in

den Thermostat gestellt, 8 andere ebenfalls fiir eine Stunde bei

170°. Die restlichen 8 Proben wurden nicht mit Hitze behandelt.

Von jeder Gruppe wurden dann 4 Proben mit 15 ml Pepsin-

Salzsaure (pH 1,7) in Zentrifugenrohren von 25 ml Volumen

verdaut. Die iibrigen Proben wurden analog mit Trypsin-Natrium-

bicarbonatlosung (pH 8,1) ausgelost. Die Digestionszeit betrug

1, 2, 3 und 4 Stunden (Tab. 21).

Der Versuch zeigt, dass Endospermeiweiss durch einstiindige

Erbitzung auf 97° nicht an Verdaulichkeit einbiisst; sowohl

Pepsin als Trypsin verdauen praktisch gleich grosse Mengen des

auf 97° erhitzten Weizenglutens wie des nicht vorbehandelten.

Erbitzt man dagegen Weizengluten 1 Stunde lang auf 170 ,
so
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tier Bs-Monpe clcr Probe. Hicr bcdicncn wir uns slatt (lessen

dc.s Unlcrschicds im Ccriverbranch zwiseben Enzym + Ana-

!y.scnpro!)C tnul Enzyni -f Analysenprobe + Malonat. Das fob

gendc Ilcispicl mag das Verfahren l)clencblen: das sidi niir un-

erhcblicb von dem fruher bcschriebcnen unterscheidet. Glcich-

zeitig win! die zufricdenslcllende Genauigkeit bei dicser Modi-

fikalion der Teebnik veranschaulicbt.

TABELLE 5.

Analyscncrgcbnis ;• Bs

Zugc.’ielztc 7 Bs

1 .

mil dcr )>Malonal-

Mcthode»
mil dcr iirsprunglichcn

Mctliodc

118,1 12.1 13.1

124 1.19

114 140

112 1.15

59,0 04 75

!

05 84

29,

i

28 47

Srimlliclic Bs-Wcrlc sind Millchvcric niis 2 BesUmnaingcn. Zu dicsom

Vcrsucli sind 4 vcrschicdcnc Enr.ymlosungcn verwcndcl svorden.

Man kann dieses Verfahren entweder standig gebrauchen,

Oder auch nnr bei den Enzymlosungen, die es nnbedingt cr-

fordern. (Siclic unlen S. G2 iiber die Verwendung vcrschicdcner

Modifikationen.) Aus dem Obigen geht hervor, dass man fiir

jede Enzymlosung Kontrollanalyscn einer bekannten zngc-

selzlen Menge Bs ausfiihren muss. Ich babe dies rcgelmfissig

getan und ausserdem in dcr Rcgel solcbe Konlrollbcslimmungcn
auch jeden Tag gemacht. So kann man versichcrl sein, dass

das Enzym durch die .'\ufbcAvahrung nicht gelitten hal. Fiir

dic.se Analysen habe ich Doppelbcslimmungen von 1 ml 0,oni-m.

Succinal {=118.i '/ Bs) gcmachl.
Die Darslellung der Enzymlosung i.st dcr schwachc Punkt

diescr Mclhode zur Bs-Bcstimmung. Um ein richtiges EnzjTn
zu erhaUen, isl es von grdsstcr Bcdcutung. Flcisch von guter

Qualilal zu verwenden (Flcisch von cincm illtcren Tier, ohne
Schnen und Fell). Jnfolge der ungewdhnlichcn Vcrhruini.ssci

war es in den lelzlcn Monaten schr schwierig, fiir die Enzym-
bercilung vollwcrtiges Pfcrdeflcisch zu erhalt(?n. Bei Bs*Be-

stimmung von 118, i'/ Bs mil Enzymen aus .sclilcchtcm Fleiscb

liegen die erhaltencn Bs-Werte entweder 10—15 % zu niedrig
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6. WcizcnklciSj di6 1 Stiiiid6 Isng &Tif 97° odcr iii6drig6r6

Temperaturen erhitzt wird, biisst praktisch nicMs an Verdaulich-
keit ein.

7. Vierstiindige Erkitzung auf 97° verandert die Verdaulich-

keit der Kleie nieht.

8. "Weizenkleie, die 1 Stunde lang auf 125° Oder holiere Tem-
peraturen erliitzt -wird, ist sclilecliter verdaulick. Diese Ein-

schrankung der Verdauliehkeit ist sehr betrachtlicli und wird
mit steigender Erhitzungstemperatur immer starker.

9. Die Verdauliehkeit von "Weizengluten bleibt bei einstiindiger

Erbitzung auf 97° unverandert, wird aber bei einstiindiger Br-

hitzung auf 170° stark eingesebrankt,

10. Nach einstiindiger Verdauung unter identisehen Bedin-

gungen steigt die prozentual ausgeloste N-Menge bei Weizenkleie

langsamer an als bei Auslbsung aus Weizengluten. Die Erklarung

ist wabrscheinlich darin zu sueben, dass die Kleizellenmembranen

die Verdauung ersebweren.

B, Die Auslosbarkeit des Calciums und Magnesiums aus

Weizenkleie.

1.

Verdauungsversuclie olme Erncuerimg der Ausldsungs-

iliissigkeit.

In diesen Versuchen sind 2g Weizenldeie mit 30ml Auslosungs-

fliissigkeit bei 37° verdaut worden. Die Bedeutung der Erbitzung

fiir die Auslosbarkeit der besagten Stoffe wurde an folgendem

Dntersuchungsgut ermittelt

:

a) Niebt erbitzte Weizenkleie (=unbeh. K.)

b) Weizenkleie, die 1 Stunde lang auf 170° erbitzt worden

war (=E;. 170°).

Verdauungszeit: 2 und 3 Stunden.

Als Verdauungsfliissigkeiten haben gedient:

1. Salzsaure, pH 1,7.

2. Dest. Wasser, pH 6.

3. Natriumbicarbonatlosung, pH 8,i.

4. 1 7oo Pepsin (SchAved. Pharmakopoe) in Salzsaure, pH 1,7.

5. 1 7oo Trypsin (Merck) in Natriumbicarbonatlosung, pH 8,i.

6. Menschl. Magensaft.

7. Mensebl. Duodenalsaft.
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itratcs tsichc Lehma.nx 1929 und 1930), ist in der Regel zugleich mil der

.\klivitat untersucht wordeii. Hierdurch wird kontrolliert, dass das Enzym

nur wenig ..Sponlanwassersloffdonatoren (Spontandonatoren)“ enlhoJt,

Medriger Gehall an Spontandonaloren (= lange Enlfarbungsdauer im

Spontanrcduklionsversuch) ist ein Zeichen dafur, dass die Muskulalur vor

der Enzymcxtraktion genugend gewaschen worden ist. (Beim Waschcn

werdcji sowohl die Spontandonatoren als die wasserloslichen Coenzynie

cntfernl.) Leu.vja.sn hat fur >fethylenblau-Versuche nur Enzyme benutzt,

deren „Spontancntfarbungszeit“ fiber 60 Minuten ist. Auch bei der Bs-

Bestiramungsmethode ist diese Regel befolgt worden.

Die Enzymlosungen. werden mit der Zeit von Mikroorganis-

ineii angegriffen, selbst bei einer Temperatur im Aufbewah-

rungsraum von -r 4°. Ein Zeichen beginnender Zersetzung ist

die Verkiirzung der Spontanentfarbungszeit des Enzyms. Nach
raeiner Erfahrung gibt eine starke Verkiirzimg dieser Enlfar-

bungszeit von einem Tage znm andern an, dass das Enzym un-

brauchbar ist, selbst wenn die Zeit nicht unter 60 Minuten ab-

gesunken ist. Ich verwende kein Enzym, dessen Spontanent-

farbungszeit wilhrend der Aufbewahrung (beispielsweise von 4

Slunden auf 1 Vs Slunde) stark abgesunken ist. Wir beriick-

sichtigen also mehr die Verdnderung der Spontanreduktion

wiihrend der Aufbewahrung des Enzyms, als die absolute Ent-

farbungszeit.

.tusserdera liefert die Farbe der Enzyralosung einen gewissen Anhalt

fur die Beurleilung dessen, ob das Enzym nach einiger Aufbewahrung
bruuchbar ist oder nicht. Frische Enzymlosungen haben eine graurote

Farbe. Bei beginnender Zersetzung verschwindet der rote Ton und die

I.osung ist rein blassgrau.

Der pH des Reaktionsgemisches: Die Analyse der Succinat-

Idsung bei vcrschiedenem pH und 118,i 7 Bernsteinsaurezusatz
geht aus folgender Tabelle herv'or:

TABELLE 7.

pH lies Iteaktions-

;}eniisclies

Aitaltjsenetgebms: y Bs
nach Vjt Side. nach 1 Side.

6.t: 101 117
7,u 113 115
7,7J 119 120

(Die angcgebenen Bs-Werle sind das Mittel aus zwei Bestimmungen.)
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Stunden lang mit Duodenalsaft verdaut, und zwar je eine Probe
von unbeh. K. und K. 170° wahrend jeder der genannten Zeiten.

Nacli beendigter Verdauung wurde die Kleie wiederum zweimal
mit destilliertem Wasser gewasclien. Die Calciummenge wurde
in der verdauten 'Weizenkleie sowie in jeder Verdauungsfliissig-

keit fiir sick nebst dem dazugehorigen Waschwasser bestimmt.

Die ausgeloste lilenge Calcium wurde bereehnet. Die Versuchs-

ergebnisse sind in Tabelle 23 verzeichnet.

TABELLE 23.

Verdauungszeit Ausgeloste Calcium-Menge in %
Magensaft, Duodenalsaft, der urspriingl. Menge aus

pH 1,7 pH 8,2 unbeh. K. K. 170°

3 Stdn. 57 59

2 Stdn. 4 4

Zusniumen: 61 63

3 Stdn. 59 59

4 Stdn. 2 4

Zusammen: 61 63

Audi dieser Versuch zeigt, dass Erbitzung die Auslosbarkeit

von Calcium aus "Weizenkleie nicbt beeinflusst.

Magnesium. Tabelle 24 gibt die aus unbeh. K. und K. 170° in

Verdauungsversuchen ausgeloste IMagnesiummenge in Prozent der

urspriingliclie jMenge an. Die Analyse des in diesem Yersucli

verwendeten Magen- und Duodenalsaftes ergab folgende Werte:

fiir den Magensaft einen ui’sprunglichen pH von 3,4, der auf 1,7

korrigiert wurde. Magnesiumgelialt 0,35 mg/10 ml. Duodenalsaft

:

pH 8,3, Magnesiumgelialt= 0,05 mg/10 ml.

Es ist festzustellen, dass fiir das Magnesium dasselbe gilt, was

bereits fur das Calcium konstatiert wurde, namlich:

a) Erhitzung wahrend 1 Stunde auf 170° ist fiir die Auslos-

barkeit von Magnesium aus Weizenkleie belanglos.

b) Magnesium wird am besten in saurem und sehr sehleeht in

alkalischem IMilieu (pH 8,i) ausgelost.

c) Pepsin und Trypsin sind auf die Auslosbarkeit des Magne-

siums ohne Einfluss.
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RMktionszcil GO Min. gcwahlt, nach welclier Zeit a\ich die lim-

^clzung von 23f> " in dcr Rcgcl abgeschlosscn ist. Bci Be-

stirnmung gr6.ssercr Bcmstcinsauremengen spielen andere Fak*

loren mit, auf die ich wciler iinlen zuruckkomnie.

Aus dcT Tabclle 8. gcht hervor, dass die Ausbeute auch kon-

.stnnl isl, nacbdera das ricblige Niveau erreicht ist.

Bcstimmiing grosscrer Bs-Mcngen (obere Kapazilatsgrenze

dcr ^^cthode): Die zugcsetzte Menge Ferricyanid geniigt, um
mit clwa 500 y Bs zu reagieren. Theoretisch kdnnte die Me-

thode also zur Bcslimmung von Mengen zwischen etwa o und
500 /' braiichbar sein. Es hat sicb indessen gezeigt, dass man
bci grosseren Succinalmengen, z. B. 470 7, cine Aixsbeute crlialt.

die 10—15 % untcr dem berccbneten Wert, d. h. der zugcselzten

Bs-Mcnge, blcibt.

Bci einzclncn Enrymcn knnn man dicsclbc Erschcinnng, obwoht Avcniger

nuffallig, auch bci Bcslimmung von 236'/ Bs bcobachtcn, doch haben wir

sic nic bci Bcslimmung klcincrcr Bs-Mcngcn, 118 */ odcr wcnigcr, gtfschcn.

Die Ursache dicser Vcrluslc konnle in nicht genugcnd langcr Rcaklionszcit

7.U suchcn .scin. Odcr die in diesen Frdlcn gcbildctc rclaliv grossc Ftima-

raUnenge kann durcli Adsorption an das Enzym allmrihlich den grosseren

Tcii der Enryinfluclic „blockicrcn‘* und so den Iclzlon Abschnitt der Bs*

Pchydricrung vcrliindcrn odcr vcrlnngsnmen. Das Analj’scncrgcbnis

nndert .sicfi nicht, mag man nun die Enzymnicngc odcr die Beaklionszoit

sxrdoppcin. Die ErgcJ)nissc sind aus nachslchcndcr Tabellc ersichllich.

TABELLE 9.

1

y.tiqcsetzl

•/ m

!

1

i nacJi 1

;
Side.

Analyscncrgrbnis

;

•/ Bs

nncii 2 nach 3 nach 4

Stdn. Stdn. Stdn.

nach 1 Side,

mit 1,0 mlEn-
zymlosung

! 20.n 213 216 213
; 472.;

I
425 42.5 412

Samtliclie Bs-Werte sind Mitlclwcrlc niis zwei Bestimmungen. Aklivitut

dcr Enzymlosung 5 '/j bzw. 7 Minulcn.

Gcgcuwarlig kann ich dieses Phfinonien nicht crklarcn, doch
werde ich iltm vveitcre Unlersuchungen wdmen. Die praklische

Folgc dieshezfiglich diirfle scin, dass man sichere Beslirnmungs-

ergehnisse also nur fur Werte um *200 7 xmd darunter crhrilt.

Bci hohoren Succinalmengen kann man entweder den gc-

fundenen Wert als ungefrdircn Wert und um 10—15 ?,j zn
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DialysierflQssig-

keit

Dest. Wasser

0,1 n Salzsaure

TABELLE 25.

Ausgelost in % der

‘ 2tag. Dialj’se

Calcium Magnesium

21 58

7G 81

ursprungl. Menge nach:

4tag. Dialyse

Calcium Magnesium

32 80

82 86

Dialysenzeit

2 Tage

4 >

TABELLE 26.

Durch Dialyse von unbeh. K. mit 0,1 n Salzsaure unter

sUlndigem Umruhren ausgelOste Menge in % der

ursprungl. Menge:

Calcium Magnesium

98 96

100 97

Der Versiicli wurde mit 0,i n Salzsaure als Auslosungsfliissig-

keit iviederliolt (Tab. 25).

In einem sonst wie der obige ausgefiihrten Versuch wurde

Stiekstoffgas langsam vom Boden her durch die Dialysenliiilse ge-

leitet, so dass sich die Kleie wahrend def Dialyse in standiger

Bewegung befand (Tab. 26).

In dem schon auf S. 38 beschriebenen Verdauungsversuch, in

welchem Weizenkleie 8 Tage lang verdaut wurde, zuerst mit

Pepsin-Salzsiiure und dann mit Trypsin-Natriumbiearbonat-

losung, ivurde auch die klenge des ausgelosten Calciums und

Magnesiums bestimmt. Die dabei gefundenen "Werte waren:

Ausgeloste Menge Calcium
in Prozent der urspriingliehen Menge: a) 99 b) 98.

Ausgelostes Magnesium
in Prozent der urspriingliehen Menge: a) 99 b) 98.

Die hier angefiihrten Versuche zeigen also, dass in passendem

lonenmilieu die Calcium- und Magnesiumsalze der Weizenkleie

praktisch 100 %ig ausgelbst werden konnen.

Zusammenfassung.

Durch Verdauung bei 37° von nicht vorher erhitzter sowie

wahrend einer Stunde auf 170° erhitzter Weizenkleie ist die Aus-

losbarkeit von Calcium und klagnesium bei versehiedener Wasser-

stoffionenkonzentration untersucht worden. Als Auslosungsfliis-
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Dies IJal zur Folge, duss man, weim die Proben langere Zeit

(mehrere Slunden bis einen Tag) nach der EiNveissfrilUing auf-

bewahrt werden, auch die Enzym-Wasser-Kontrolle ebenso

lange aufbewahreu muss. (Wird diese sofort, die AiudystMi-

probe hingegen erst beispielweise nach 24 Stimden titriert, so

ergeben sich folglich zu hohe Bs-Wertc.) Dass man anch rich-

tige Bs-Werte bei Aufbewahrimg der Proben bis 24 Slunden

nach der Eiweissfrdlung erhiUl, zeigt die Tabelle 12, S. 48. Die

Analysen von 14,8 */ Bs sind samtlich erst 24 Slunden mich dem
Zuselzen der Trichloressig-saure titriert worden.

Die Schwefelsuurekonzenlralion beim Titrieren: Bei der .Ar-

beit an seiner Alilchsaurebestimmungsmethode (Lehmann,

1938) liat Leh.mann ‘ einige Beobachtungen betrel'l'end die Ceri-

litrierung gemachl, die auch bei der Bestiinmung von Bs be-

achtel werden iniisscn. Das Tilrierverfahren ist ja in beiden

.Methoden das gleiche. Die Probe erfiihrt wahrend dcs Ti-

Irierens eine gewisse Verdiinnung infolge des Ceriverbrauchs.

Da die Probelosung durch den Schwefelsiuirezusalz (iiber das

Tilrierverfahren siehe S. 32) saurer ist, als die Cerisulfatlb-

sung, die fiir die Titration benulzt wird, verringert sich hier-

durch die .Aciditiit der Probe successiv. Dei starker Abnalimc

cler Aciditdt steiyt der Cerivcrbraucli. Deshalh muss ein gewisscr

Oberschuss von 18-n. Schwefelsaure zugeselzt werden, Bel

einem Ceriverbrauch von etwa 2 ml darf die zugeselzte Mengc
18-n. Schwefelsaure 3 ml nicht unlerschreilen, wie die nach-

slehende Tabelle zeigt.

TABELLE 11.

ml 18—n lIjSOj

zugeselzt

j

I

ml Ccrisiilfatlosung ver-

;braucht bei tier Tilrierung
1

1

1

1

-•'US

! 1,95(

3
1

1,474

u
j

1.475

G
1

l.iiTt

.Ah ..Prohe" 2 ml .^fohr.•>cllL• GebrauchslOsung wic bei Tilerstelhing tier

CerisulfatlOsung. Totalvoliinieii vor der Tilrierung 8 ml, nachber ungefabr

10 ml. (Bei dieser Tilrierung wurdc Setoglaucin 0 ah Indikalor verwendet.)

* FiTAunliche Mittcilung.



Kap. II.

Tierversuche.

Dureh die in vitro-Versuolie wurde festgestellt, dass ®/io der

in "Weizenkleie entlialtenen Stiekstoffprodukte mit Pepsin +
Trypsin verdant werden konuen, sowie fei’iiei*, dass einstiindige

Erhitzung der Kleie auf 125° und hohere Teniperaturen die

Verdaulielikeit der Stickstoffprodukte einselirankt. Die Auslos-

barkeit der Calcium- und Magnesinnisalze ans Weizenkleie ist

von einer etvaigen Erhitzung der Kleie unabliangig. Sie lassen

sick praktiseli hundertprozentig durch Dialyse in sauerm Milieu

auszielien. Die proteoljdiselien Enzjmie beeinflussen die Auslos-

barkeit der genanuten Salze nieht. Daraus darf man natiirlieh

nieht folgern, dass sieh die Verlialtnisse im Darmkanal entspre-

ehend gestalten. Die Versuche in vitro zeigen nur, dass unter

gewissen giinstigen Bedingungen die Mogliclikeit guter Auslos-

barkeit soivohl der Stickstoffprodukte als der Calcium- und
Magnesiumsalze aus Weizenkleie besteht.

Weizenldeie enthalt vie gesagt Ballaststoffe in grosser Menge.
Diese vermehren die Fakalienmenge und fordern die Peristaltik;

sie verkiirzen also den Aufenthalt der Nahrung im Verdauungs-
kanal und damit die Verdauungszeit. Auch eine verstarkte Ab-
sonderung von Darmsaften bewirken sie. Durch Erhitzung wird
die Verdaulielikeit der Stickstoffprodukte der Weizenkleie ge-

sehadigt. Gleiehzeitig Averden Rbstprodukte gebildet, die eben-
falls die Darmsaftsekretion und die Peristaltik anregen. Stehen
die Darmsafte in reichlicherer Menge zur Verfiigung, so Avird

auch die Verdauung intensiver vor sich gehen, Avenn die Enzym-
menge im Verhaltnis zur ]\Ienge der Verdauungsfliissigkeit zu-
nimmt. Es AA'are also eine bessere Auslbsung der in der Weizen-
Ideie entlialtenen Stoffe zu erAvarten. Andererseits enthalteii die

Verdauungssafte u. a. Stickstoff, Calcium und Magnesium. Eine
vermehrte Darmsaftsekretion steigert also den Verlust an diesen
Stoffen mit den Faeces, soAveit sie nieht Avieder resorbiert Averden.
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TABELLE 12.

; Zugcselztc y Bs: 236,1 118,1 14 ,

s

1 An.ily,scncrgcbnis; 236.7 117,3 16,7

1
(r Bsj 2 .34 ,* 119,0 16,1

233,s 118,5 16,1

f
23 .3 ,i 117,5 14,0

i
236,s 116,3 15,1

2 .36,1 118,3 16,7
!

i
238,9 118,9 16,5

i 236,5 118,1 16,5

i

237,5 119,1 16,0

234.S 118,8 15,1

1

Mittl. Werte: 236,1 118,2 15,9

1
Mittl. Fcblcr; 1.5 0,9 0.9

Als Probelosung mirdc 1 ml 0,002-m., 0,001-m., bz%v. 00iDl£5-m. Siiccinnt-

losiinp vcnvcndct. Dcr hierbci vcrwcndclc Enr.ym-\Vnsscr-Wcrt isl Mitlcl-

wcrl nus 4 Enzym-Wasscr-Konlrollcn. Dcr miUlcrc Fcblcr dieses Millcb

wcrles wnirdc bcrcchnet; Z’si — ± O.cs Bs.

Dcr miltlcrcFchler cinerDoppelbeslimmung:
a

FI'
Dcr Fchler bci Bestimmung des Enzj'm-Wasser-Werlcs muss
aber auch beachtet werden. Der ganze miltlerc Fchler eincr

Doppelbeslimmimg isl somil:

Bs.

Bci die.sen kurzeii Versuchsreiben cntsprichl der gcfundcnc

^Verl rlr ^ ^ nicbl imincr den Iheorctischen. In diesem Fallc

fn-1 — 91)zw. n-1 =3) niu.ss man stall dessen mil dr *kRorcch'

ncn.

dj; 3,8 a= dr 4,9 */ Bs.

Dcr miltlerc Fchler bci Bestimmung von Bs in Scrum und

Plasma isl aus 138 Doppelbestimmungen bcrcchnet. Es wurden

slels 2 Bestiimnungen des Enzym-Scrum-Werles und 2 Bestim*

numgen des Enzym-Scrum-Malonat-Wertes ausgcfuhrl. Die

mitllcren Fchler der Differenz zwischen den beiden Beslim-

mungen iin ersten und zweiten Fallc warden bcrcchnel {o,,,

bzw. Oju)

” d: 5.0 V Bs. ^Mi~dr4,r> y Bs.
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TABELLE 28.

Eostinischungc7i.

Kost 1

a b

IVeizenkleie

Reisinehl 696 696

Kasein 150 150

Arachisbl 37 37

Fischlebertran (Leo) 3 3

Weizenkeime 30 30

Zucker 10,6 18,c

Hagebutteninehl 5 5

Hefe 30 30

Zellulosefaser

Salzmischung 31,4 30,4

Katriumbicarbonat 7

1000 1000

Kost 3 Kost 4

a b a b

350 350

685,6 693,6 340 340

150 150 116 116

37 37 37 37

3 3 3 3

30 30 30 30

45 61,1

5 5 5 5

30 30 30 30

21 21

31,4 30,4 29 27,9

7 15

1000 1000 1000 1000

Kosl,mscta„g 2= Kost 1 + 2 mg Aoeorin (Astra) und 2,5 mg Lactoflavin

(Hoffmann—La Roche) pro kg kostmischung.

Kostmischung 5= Kost 4, doch waren die 350 g

gleiche IMenge wtthrend einer Stunde bei 1<0 ger&stete

Kleie ausgetauscht. Der beim ROsten entstandene

Wasserverlust, etwa 10 M'ird durch destilhertes

Wasser ersetzt.
, • it-no

Kostmischung 6= Kost 4, in BrStchen von ehva 50 g 1 Stunde bei

gebacken.

Salzniischuiwcn.

Kost

la—3a

Katriumchlorid 83

Katriumsulfat, krist. 148

Kaliumphosphat, prim.

Kaliuinphosphat, sek. 100

Calciumlactat 250

Ferricitrat 35

Magnesiumoxyd 48

Kost Kost Kost

lb—3b 4a—6a 4b—61

83 83 83

148 148 148

78,1

110,5

86,3

250 235,7 235,7

35

48

35 35

von Natriumbicarbonat und Verwendung erhalt bei

phospbat mehr alkalogen gemaeht wden DteM
die.ser Kost einen Harn-pH, der gleieb aut der

von 7 liegt. Die zweite Variante der Kostm.sehungen (b) da„e„en

4 — Bergstrom.
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AklivilaUprobc) gcarbcitcl. Bei wcniger akliven Enzymlosungen haben

wir una der Bs-Konzenlration des oben angegebenen Vcrsuchs, US
bedient.

Wird fill Sloff durch die Enzynilosung dehydrierl, so gcscUicht dies

eulweder mil Hilfe der Succinodchydrogenasc oder einer anderen in der

Losung vorhandenen Dehydrogenase. Welches die wirksame Dehydro-

genase ist. cntscheidct ein Versuch mil deni fraglichcn Sloff und einer

grosseren (siehc oben) Bs-Mcnge in derselben Probe. Wird die Substanz

mil Hilfe der Succinodehydrogenase ozydierl und soniil an diesc ad-

sorbiert, so wird infolgc der langsamcren Umselzung dieses Enzym daran

gehinderl. innerhalb der Reaklionszeil auch die zugesclztc Succinaliuenge

zu oxydieren („das Enzym wird fur Bs blockicrl’*). Wird dagegen der

fragliche Sloff mil Hilfe einer anderen Dehydrogenase dehydrierl, so

bleibl die Succinaturaselzung unbeeinflussl. Es ergibl sich in diesein

Falle cine Addition der Dehydrierung bciiier Stoffe, die im Endergebnis

der Beslimmung abgelcsen wird. (Dies unler der VorausseUung, dass

ein Cberschuss an Wasserstoffacceptor, Ferricyanid, vorhanden isl.)

Untersuchte SubsUinzen: Folgende Gruppen von Stoffen sind

hier von Interes-se.

1. Substrate der ubrigen in der Enzynilosung vorkoni-

menden Dehydrogenasen
a) fiir Enzyme, die kein Coenzym benoligen,

b) fiir Enzyme, die Codehydrogenase I (Cozymase)

benoligen,

c) fiir Enzyme, die Codehydrogenase II benoligen,

(b) und c) bedeutet gleichzeitig Kontrolle dariiber, dass die

Enzymldsung durch das Waschen von Coenzym befreit ist).

2) Stoffe, die der Bs chemisch nahe steben.

‘^) Stoffe, die im Organismus Bs bilden oder von Bs ge-

bildet werden kdnnen.
•I) Enzymgifte, die e.xperimentell von Intere.sse sind.

5) Stoffe, die normal oder unler gewohnlichen experi-

mentellen Verhaltnissen in Serum, Harn, Gewebsflus-

sigkeit 0 . dgl. vorkonunen konnen und von diesem

Gesichtspunkt aus von Inleresse sind,

NachsU-hend sind samtliclje unlcrsuchlen Substanzen vcrzeichnel. Die-

jenigei), die die Bs-Dehydrierung hemmen, sind mil eineiu— versehen,

cinerlci, ob sie scibst dehydrierl vverden oder nicht. Sloffc, die oxydiert

werden, ohne die Succinalumsclzung zu heeinfhmen. sind mil cinem -r

bczeichnel. Die ubrigen sind indiffcreul.

Saurcu und Baseii sind als Salze in neutraler l.dsutig vcrwi-ndet wor-

deri, die Saureii in der lUgcl als Nalriumsrdz, die Basen in der Hegel ah
Chloride.
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jedoch, class die Aiisniitzung eines Eiweissstoffes aiicli davon ab-

hiingt, welche anderen Eiweissstoffe gleichzeitig zugefiihrt werden.

Durch luirzimg dor Calciiimlactatmenge ist der Calciumgehalt

in Kost 4 dem von Kost 1 angeglielien worden. 13 ,g % des Ge-

sajntcalcinnis der ICost 4 werden von der Weizenldeie geliefert.

Der Calcinmgclialt der Kastniisclmngen ist iiberhanpt zienilicli

niedrig. Dies, dainit nichl die mil der Weizenldeie zngefiibrte

Calciummenge einen allzu Ideinen Anteil des Gesamtealciiuns der

Kostmiscliungen ansmacht.

Der Magncsiunigehalt der Kost 4 wire! clem in Kost 1 angegli-

chen, inclem das init der Salzmiscbnng zngefiibrte Magnesium
aus Kost 4 entfend wird. Der Slagnesiumgebalt der Kleie macht

73.0% des gesamten i\ragnesinmgelinlts dieser Kost aus.

Ko^i 6. Um den etwaigen Einfluss der Erhitzung auf die bier

in Rede stebenden Stoffc festznstellen, wurden aus Kostmisebung

Broteben gcbacken. Dabei wird die Kostmiscliung mit destillier-

tem Wasscr zu einem passenden Teig verrubrt. Aus etAva 50 g
Kostmisebung Averden Broteben geformt und 1 Stunde bei einer

Temperatur, die 170° niebt ubensteigt, gebaeken. Die Temperatur

im Innern des Brotebens steigt auf 97—99° an. Die Kruste maebt

etAva 50% des TrockengCAA’icbtcs des Brotebens aus. Die Brot-

eben Averden zerkriimelt, an der Luft getroeknet und zu einem

ziemlieb groben IVIebl A'ennablen, das bier als Kost 6 bezeiebnet

AA'ird.

Kost 5, Bei cliesem Yerfabren AA'ird inclessen niebt nur die Kleie,

sonclern die ganze Kostmisebung der ErbitzAing ausgesetzt. Um
pragnanter den Einfluss der Erliitzung gerade auf die Kleie

untersueben zu konnen, AA'urde folgende Kostmisebung bereitet:

Weizenkleie, in diinner Sebiebt auf ein Blecb ausgebreitet, Avircl

im Ofen 1 Stunde lang bei 170° erbitzt. Der Wasserverlust, den

die Kleie bei dieser Bebandlung erleidet, AA’ird durcb die ent-

spreebende Mengc cle.st. Wasser ei'setzt, beA’or die gerostete Kleie

in die Kostmisebung gemengt Avircl. Diese Kost ist dieselbe Avie

Kost 4, nur mit dem TJnter.scbied, dass die 35 % unbeb. Weizen-

kleie bier mit der entspreebenden Blenge gerosteter Weizenkleie

ersetzt sind. Diese Kostmisebung bezeiebne ieb als Kost 5.

A. WachstumsA'crsuche.

Die in diesen Yersuehen verAA'endeten Ratten Averden in Grup-

pen zu je 4 Tieren aufgeteilt. Es wurde versuebt, in jeder Gruppe
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Phcnolphlalcin

Propionsruirc

— Pyropliospliorsuure

til-Scrin

-r- TarSronsnurc

Urclhnn

n-Vnlcriansatirc

AVcinsanre

Knhlbaum. 3 Tropfcn 1 Losunp

in Alkohol pro nil Aqua rcdcst.

Knhlbaum

Nnlriumpyrophosphnl Knhlbaum

Hoffman la Roche

R. D. H.

Merck

Knhlbaum
Knlium-Nntrium-Tnrtrat Knhlbaum

pro nnalysi

Die Wirkunp <icr Sloffc, die auf die Bs-Bcstimmung von Einfluss warm,

wurde nfihcr unlersuchl; die Ergebnisse sind in dcr folgcnden Tnbclle ver-

reichnel.

TABELLE 13.

Stihslan:

Sitbstanz

allein }i Mol.

2 10

10 It Mol
slan:-\~ y

11,8 118.1

Snb-
Bs

230,1

.....

Difjerenz in */ Bs
zwischcnlO/i Mol.

Substnnz und

118,1 •/ 2.30,1 vBs

Aconils.aurc 0 0 .r 39 1 — 79

Aprelsfiurc 3 f. 18 —
1
—

1

—
'

Athylbt•rn^lcin-

I 0

j

-saurc _ 9 — 124
1

241 ~ -4
— 2 — —

j

211 __ -27
Fumarsfiurc 3 4 18 lie - C -

Hexosediphosphnr-

2 — 89 i

1

~
1

I

— 31

satire 98 ' — — 201 ‘
1
— — 15 > ”

1

9G * — — 184 > — 30' _ 1

1

1

fi-Kfloglular.srmre 32 49 57 —
! 140 — — 145

j! .Mil Ion satire

;
Metliylbernstcln-

—

—

0 3 — 115
1

1

i satire 8 7 — 128 22G -f 3 — 17
1

i

Oxalcssigsatirc ... fi* __ — 3» — 239

1 Osolsiitire — 2 — 83 — 37 1

1

l-n-Oxiglutarsaurc

1

Pyrophosphor-

9 15 — 134

^'i
}

- »

! satire — _ 5 — 113
; [

: Tartrons.'uire - 10 —
1
— 215

j

_ i

Atis dip.sor 'rabcllc gchl liervor, dass mir oin Stoff, namlicb

Hi‘X!^<ali})hosjilial, in elwa demsclhen IJmfnng wie Bs

’ a.s Mol.

^ 2,;. .Mot.
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alt, die andere aus 1 Mannchen und 3 Weibchen. Die Ratten
dieser letzteren Gruppe waren bei Beginn des Versucbs 27 Tage
alt nnd warden direkt von der Mutter genommen. Bei diesen

Versucben warden die Tiere einzeln gehalten. "Wenn namlicb ein

Tier verendet, so fressen die anderen von dem Kadaver, was bier

eine unnbtige Pelilerquelle liereinbringen wiirde.

Das 'Wachstam der Tiere ist in Fig. 1 graphiscli dargestellt.

Die jungeren Tiere zeigen samtlicli Gewiehtsscliwund imd geken

alle innerbalb von 5 "Woclien nach Beginn des Versucbs ein. Das
Manncben and eines der "Weibcben sterben sebon nacb einer

"Wocbe. Die altei'cn Tiere verlieren allmablicb an Gewicbt; die

Manncben mebr als die "Weibcben. Die Manncben sterben nacb

13 bz\v. 18 Woelien nacb Beginn des Versucbs; die Weibcben

dagegen leben nocb nacb 25 "Wocben. In den letzten 2 Monaten

baben sie langsam wieder zugenommen und bei Abscbluss des

Versucbs ibr Anfangsgewiebt wieder erreicbt. Dem Ausseben

nacb waren samtlicbe Tiere — aucb die Weibcben — wabrend

der Dauer des Versucbs bei scblecbter Kondition. Sie waren

apatbiscb, liatten einen struppigen Pelz und verloren Haare. Die

Weibcben warden init gesunden Manncben gepaart, obne jedoeb

gravid zu werden.

2. Vcrsuclie mit Wcizenklcie + 1 X Fiscblebertran.

In einer anderen Reibe warden die obigen Versucbe wiederbolt,

docb war der ICleie bier 1 % Fiscblebertran (Leo) zugesetzt

Worden. 3 Weibcben und 1 Manncben warden im Alter von 1

blonat von der Mutter genommen und in Einzelkafigen mit der

genannten Kost geliittert. Das Manncben verendete nacb 11

Tagen, wabrend die drei Weibcben am Leben blieben. Ibre Wacbs-

tumslfurve ist in Fig. 2 dargesteUt. Diese Tiere zeigen eine gleicb-

massige Gewicbtszunabme, blieben aber klein von Wucbs (mittl.

Gewicbt 17.—^21. Wocbc nacb Versucbsbeginn= 131 + 4,9g).

Sie waren niebt besonders apatbiscb und batten ein glattes Fell.

Decken dieser Weibcben im Alter von 7 Monaten fiibrte niebt

zu Graviditiit.

Weizenkleie allein erweist sicb also als fiir das Wacbstum der

Tiere unzureicbend, vermag aber erwaebsene Weibcben wabrend

einer Zeit von )> 25 Woeben am Leben zu balten. Alle drei Mann-

cben dagegen starben
;
zwei von ibnen waren altere Tiere, eins

geborte der jiingeren Gruppe an. Ein Zusatz von 1 % Fiscb-
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die Oxydierung von Hexosedipliosphat zu beeinflussen. Siehe

Tabelle 14.

TABELLE 14.

Rohr-Nr. 1 2 3
:

1 -TJ 6

.\qua redestillata 0,5m 0,1 H .

Succinat 0 ,oo2-mol 0,3 — BBB —
Hexosedipliosphat 0,ooi-mol. — 0,5 0.5BB
Malonat 0,io-mol — 0,» —

» O,02-mol 0,5 —

-

—
Kaninchensermn init Hexose- B

diphospliat 0,ooo5-mol — B 0,'J 0,a —
Kaninciienscrum, init 118, 1 •/

Bs pro ml und O.oi-mol. H
Malonat — — — 1.0

Zugcsctzty Bs 118,1BBUBIB 118,1

Analyscnergebnis, als y Bs be-

rechnet 1 102 105 71 t)'j 0

Wie aus diesen Ergebnissen hervorgehl, wird die Dehydrie-

rung von Hexoscdiphosphat weder in rein wiissriger Lo.sung

noch in Serum durch die bier angewandten Malonalkonzentra*

lionen beeinflusst. Vergleichsweise sei erwahnl, dass O.ooi-mo-

lares Malonat im Reaktion.sgemisch die Succinodehydrogenase

unter dcnselben Versuchsbedingungen annahernd hiindertpro-

zentig hemmt.

Bei dcr urspriinglichcn Techuik erhall man den Unterschied iin (.erivcr-

braiich zwischen der Enzym-Probclosiing und der brizym-Was^crlosinig ah

.Mass dcr Bs-Mcngc in dcr .Vnalysciiprobe. llier vcrwcnden wir slalt

desscn den Untcrscliied zwischen der Enzyin-Prolieldsmig und der Euz.v«>*

Probe-.Malonatldsung. Da die .Malonalhemimmg bisweilea nkht volhlan-

dig, soudcrn mir t)l5—97 ?o-ig ist, konnen die mil dieser Technik erliaUe-

ncu Bs-Wcrte nin iJ—I % zu nicdrig sein. Ober .Viisfiilirung. Losungea

usw. sielie S. (U.

^letlwde zur Bcstimmiuuj von Bs in Anwcsenheit von a-Kflo-

(jlutarsdure: In den bisherigen Metiioden zuv Isolierung (und

Beslimmung) von (t-Ketoglutar.suure hat man gewohnbdi (he

Reaklion der Ketogruppe mit irgendeinem Kelonreap*ns ver-

xvertel. Die dabei geliildete Verbindung wurde durch *

lung Oder Exlraktiun von der Bs geschiedtm (JvHEUS u. • OU.ss
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warinestabil ist (Browning, 1931). In keinem Falle hat bei diesen
Versuchstieren eine Sehwaehe in dieser Beziehung festgestellt

warden konnen. Das Backen der Nahrung hat auch keine Ver-
minderung der Stiickzahl pro Wurf Oder des Geburtsgewichtes
der Jungen im Gefolge gehabt (Tab. 29).

TABELLE 29.

Kost der Mutter nach Zahl der Wiirfe Zahl der Jungen Mittl. Gew. d(

dem 1. Lebensinonat pro Gruppe pro Wurf Jungen (g)

1 7 8,9 4,5

2 7 8,3 4,5

3 7 8,6 5,1

4 10 9,7 4,5

5 7 7,9 5,1

(> 8 10,4 4,4

Das Geburtsgewieht der Jungen liegt bei samtliehen Kost-

formen in oder iiber den von Donaldson (1924) angegebenen

Greuzen der Norm. Die Zahl der Jungen pro Wurf war in alien

Gruppen normal und das Geburtsgewieht gut.

Wie gesagt, warden die Tiere im Alter von 1 Monat von der

Mutter genommen und dann ausschliesslieh mit der betreffenden

Kostmisehung gefiittert. Die Wachstumskurven in Fig. 2 zeigen

das Durchschnittswachstum der Weibehen bei Fiitterung mit den

einzelnen Kostmischungen. Vergleichshalber habe ich eine Kurve

beigegeben, die aus Donaldsons (1924) Werten der Albinoratten

des Vistarininstituts zusammengestellt ist
;
die betreffenden Ratten

erhielten eine Kost von »seleeted table scraps». Die Kurven zeigen

gipfelformige Abweichungen, verursacht durch zeitweilige Ge-

wiehtsveranderungen bei Graviditat und Geburt. 4 der mit Kost

4 gefiitterten Weibehen, 2 der mit Kost 6 und je 1 der mit den

iibrigen Kostmischungen gefiitterten Weibclien haben je ziveimal

Junge bekommen. Vergleicht man die Gewichtskurve dieser Weib-

eiien mit den anderen Weibehen derselben Gruppe, die nur ein-

mal Junge bekommen haben, so sieht man hinsichtlich des schliess-

liehen Gewichts keinen Unterschied. Dagegen ist das Geburts-

gewicht der Jungen beim zweiten Wurf etwas holier als beim

ersten.

Bei samtliehen Kostmischungen. wachsen die Tiere anfangs

sehneller als die Tiere des Vistarininstituts. Nach 15 Wochen

Fiitterung mit der Versuchskost (im Alter von 19 Wochen)
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der Bs zwischen Wasscr und AUier isi clwa 5 hci 20^. Dcslialh nni^s die

Mciigc dcs Alhers hci der Extraklioii ini Verlifdlnis ziir wrissripeii Ldsung
klcin soin. dnniU nichl zu viol Rs cxlrahicrl wird. BasscllK- gilt ffir das
Athylacclat. Bci zweinialipcr Exlrnklion mit ^/s Voliim Adier (Knnns 103S)

worden, wenn man mil dicsem Vertcihmgskocffizientcn redmet, dwa 8 %
Bs exlrahierl, bci drcimaligcr Exlrnklion mil dcrselben Mcngc (Kra<?U!S

1940) clwa n %. Es xvarc also von cincm gewissen Vorlcil, svenn man
cin andcre.s Exlraklionsmiftcl fur das 2 : 4-Dinilrophcnylhydrnzon finden

konnic, das Bs weniger Icidil losl.

Bs isl sclnvorloslicb in Amjdalhcr. Chloroform nnd Toluol (OnsKOV

1931). In Vorvcrsuchen wurde fcslgcslclll, dass das 2 : 4-Dinilrophcnyl-

bydrazon der n-Kcloglularsfiurc in Kohlenletrachlorid. Benzol, Toluol

und Chlorbcnzol praktisch tinliislich isl, in .Amylathcr. Isoamyirdher und

Chloroform fast unlosUch, in Amykalkohol, Essigsaiireanbydrid etwns lC»i~

lich und in Acclon, Alhylacclal, Afliyliithcr sowic in Chloroform, das 50,

10 und a Vii\.% Alhylacclal cnihrill, IclchtlosUch.

Dll Bs in Chloroform schwerloslich isl, wurden Vcrsucho go-

macht, aus einer Ldsiing von Bs nnd n-Kcloglnlarsaiirc die loir.*

tere als 2 ; 4-Dinitrophcnylhydrazon mil Chloroform, das 5

Vol.fo Athjdacclat cnthiill, auszuziehcn. Um fcslzustcllcn, oh

alle a-Kctoglularsaurc ansgezogen war, wurdc der Rest nach der

Exlrnklion mil Permanganal oxydicrl, Darauf wurdc die Bs-

Beslimmung vorgenommen, nachdem die Bs mil Alher oxlra*

Inert worden war (Ausfiihrung siehc S. 64 ). Es zeigle sich.

dass hci der Exlraktion praklisch alle Keloghitarsaurc cnlfcrnt

worden war, wahrend praklisch koine Bs ausgczogcn war. Dio

Ergebnissc einer Ver.suchsreihe sind in dor folgenden Tahclle

aufgefiihrl. Die angegehenen Bs-Werle sind Millelwerlc aus

zwei Bs-Bcslimmungcn.

TABELLE 15.

i Bohr*Nr.
1

1
1 *>

1

3
1

1 Zugcselzl V’ Bs .59,0 0
t

0 i

;

1 Zugcselzl n-Kcloglularsfiurcdic-

1
rechnel als y Bs) 0 59,0 i 29,1

:

0 '

;

;
Anahjaenrrgrbtiis: •/ Iks Buck-

stand nach der Exlrnklion ... .*•4 0

1

: .'12 0 ;

Chloroforniextrakt 1)
0 s

Dio nngegebenen B.s-Werle sind Millrhverte aus drel odor vier Beslim-

niungcn. — fm fesizuslelkn, dass alle fr-Kcloghdnrsr.ure exirahirrf «ot-
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haben Gruppe 1 und 5 etwa dasselbe Ge-ndcht wie die Vergleicbs-

tiere. Die init Kost 6 gefiitterten Tiere zeigen eine wenig nied-

rigere Ge\vichtskurve, die mit Kost 2 bzw. 3 und 4 gefiitterten

eine etwas bohere.

Das mittl. Gewicht der Eattenweibeben nach 18—21wbchiger

Versuebsdaner (im Alter von 22—25 Woeben) ist aus Tabelle 30

zn erseben.

Kost Nr.

1

2

3

4

5

6

TABELLE 30.

Alittl. Gew. d. Rattenweibchen, 18—21
Wochen nach Beginn der Ftitterung mit

der betreffenden Kost (g)

136 ± 9,5

216 db 6,7

210 db 4,9

212 ± 6,5

191 ± 7,0

180 ±11,1

Wir finden folgondes : Kost 1 liefert ein ziemlich gates Wachs-

tum. Eine Sondergabe von Vitamin Bj und Bo (Kost 2) steigert

das mittl. Gewicht der Ratten reeht erheblieh. Der Gewicbts-

untersehied betragt 30 + 11,6 g, ist also statistisch gesicbert.

Audi ein Zusatz von 2,i % Paser (Kost 3) bewirkt ein verbesser-

tes Wachstum, Die mit Kost 3 gefutterten Tiere wiegen 24±
10,7 g mehr als die mit Kost 1 geflitterten

;
die Signifikanz ist

gut. Eine Beigabe von Paser in gewisser Menge zur Kost ermog-

liebt also ein I’erbessertes Waebstum.
Mit der Weizenkleie werden der Nabrung u. a. Robfaser und

Vitamin B zugefiibrt, die beide in gewissen Pallen die waebstums-

fordernden Eigenscbaften einer Kpst zu stiirken vermogen. Ob
dies dadurcb geschieht, dass die Presslust der Ratten angeregt

wird und die 'Waclistumssteigerung also durcb vermehrte Nab-

rungsaufnahme bedingt ist, oder ob Vitamin Bj und Bj sowie

eine gewisse Menge Robfaser eine bessere Ausniitzung der Be-

standteile der Nabrung ermoglichen, wird durcb diesen Versuch

nicht klargestellt. Die Prage ivird in anderem Zusammenhang

bebandelt werden.

Piitterung mit Kost 4, bei der ein Teil der Bestandteile von

Kost 1 durcb Weizenkleie (35 %) ersetzt ist, wachsen die Tiere

ebensogut wie mit Kost 2 und 3, folglieh besser als mit Kost 1.

Der Gewichtsuntersebied zwiscben mit Kost 4 und solcben mit
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diesbezuglicli in biologischem Material zu rechneii haben tiiirHe,

sind a-Oxijglutarsdure und a-Ketoglutarsdure.

Umselzung uiui Vorkommeu der ersteren Saure isl, wie oboii cr\v.lhin

wurde, weiiig erforscht. .Kuebs (1938) gibt an, die Saure gehe bei Oxyda-
tion mil Kaliumpennangal za 88 % in Us ubcr, Weil-Maeueube (1937 c)

hat dies iiiciil bestatigen konnen, sondeni fiiulet huchstcns 10 % a!s Us
wicder.

Welche Rolle diese Saure als Fehlcrquelle bei Bs-Ueslimmungou nuch
vorheriger Oxydalion mil Permanganal spielcn kanu, wisseu wir nichl.

Vcrrautlich keine grosse, demi erslens hal man diesen Stuff bisher nichl

in Serum gefunden, zwcilens wird er nur zum Teil in Bs oxydiert. Dicser

unbekaiintc Faktor wurde vatlig uusscheidcn, weim die n-Oxyglutarsaure

von Malonsaure und Bs gelrcnnl werden konnle. Eine geeignelc Melhode
hierfiir haben wir niclil finden kunnen.

Die Rolle der a-Kctoglutarsuurc im inlermediuren Sloffwechsel isl in den

lelzlen Jahren eifrig erforschl worden (hauptsachlich durch Versuche in

vilro). Aus den wenigen bisher ausgefubrten in vivo-Versuchen mil Ana-

lysen von Serum gehl hervor, dass die normale Konzenlralion im Serum

des Menschen etwa 0,7— 1,0 mg/o, im Serum von Rindern 3—1 mg?o betriigl

(Krebs 1938, KarlsthUm cl al. 1939, Kuusjus 1910). Nacli diesen wenigen

Analysenergebnissen isl normal hinrcichend n-Keloglularsiiure vorhanden.

uin bei Oxydalion mil Permanganal verhallnisniussig grosse Mengen Bs zu

bilden und die Bestimmuugsergebnisse stark zu becinflussen. Die n-Keto-

glularsiUire muss also zunachst entfernt werden, bevor die .Malonsaure oxy-

diert wird. .Vnsclilicssend wird die Malonsaure mil Kaliumpernianganal

oxydiert. Die Bs wird wie oben mil Alher extrabierl und endgiillig im

Schaukelexlrakt bestimml. Fiir Ansfrihrung, Losungen usw. verweise icli

auf S. 05.

Pijiophosphorsdurc isl in dieser Arbeit nichl verwendet worden. d.a es

sicb gezeigt hal, dass sie dio Succinodehydrogenase nichl spezifiscii liemint,

entgegen der ursprfmglichen Behauptung (Leloiu u. Dixon 1937). Die en-

zymatische Dehydrierung von /i-O.xybulter.s.aure wird durch Pyrophosphal

stark gehemml (Literalur bei Hoff-JOrgensen 1910). Deshalb haben wir

keine .Melhode zur Beslimmung von Bs in Anwesenheit von Pyrophosphal

ausgearbeilet. Eine solche wiirdc sich jcdoch ohne Schwierigkeit angclien

lassen, da Pyrophosphorsaure in wassriger Losung nach und nach spun-

tan in Orthophosphorsaure uhergehl. Es handelte sich also nur dartim

festzuslellen, wie lange es daucrl, bis diese Heaklion abgeschlosseu ist-

Anwendung der Methode aiif biologisches Material,

Bei der Anwendung dieser MeUiode zur Bs-Be.stinunung in

biologischem Material {Plasma, Serum ii. dgl.) kann man viM-

weder da.s Knzym lUrekt auf die Bs iu der Probe eiuwirkeu

las.sen, oder mau kami zunachst durch irgeudeiuen Prozess die
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zn fressen bekominen, sterben die Slaiincben nach 13 bzw. 18

lYochen, die IrYeibeben lebeu noeb nacb 25 Woeben.
WcizcnMcic -j- 1% Fisclile'bertra7i: Em Zusatz von 1% Piseb-

lebertran steigert den nabrungspliysiologiseben Wert der lYeizen-

kleie so erbeblicb, dass man damit junge Eatten grosszieben kann,

obne andere Nabrungszuscbiisse zu verfiittern. Die Tiere bleibeu

jedocb klein, und Paarung mi't normalen Manneben bewirkt keine

Graviditiit. Die Kleie ist lysinarm. Die Ursacbe der Sterilitat der

lYeibcben kann in deni vorliegenden Falle moglicberweise die

mangelnde Lysinzufuhr sein, dock kann sie ebensogut in der all-

gemein gesclnvacbten Vitalitiit liegen.

Kostmisclimigcn

:

Versetzt man die Yergleichskost mit 2,i %
Robfaser, so nimmt das Wacbstnm der Tiere zu. Eine Sondergabe

von 30—40 }' Vitamin Bj nnd 40—50 y pro Tier und Tag
steigert das lYacbstum in entsprecbendem Grade. Versetzt man
die Kost mit S5% Weizenkleie, so ist das Wacbstum der Tiere

ebenso gut wie bei Piitterung mit den beiden vorgenannten Kost-

misebungen. Die damit gefiitterten Tiere befinden sieb in vor-

ziiglicber VeiTassung. Erbitzt man die der Kost zugesetzte Weizen-

kleie, oder backt man die gauze Kleiekost, so verscblecbtert sieb

das Wacbstum der Tiere.

B. Bilanzversuche.

Sfimtlicbe Tiere der Waclistumsversucbe vmrden im Alter von

25 Woeben in Bilanzversuebe iibernommen. Wabrend der ersten

beiden Woeben liess ieb die Tiere sieb an die Versuebsbedin-

gungen im Stoffwecbselkafig gewohnen. Bei Beginn der eigent-

lieben Bilanzversuebe sind also die Tiere 27 Woeben alt und seit

23 Woeben mit der betreffenden Kostmisebung gefiittert. Ibr

Stoffivechsel diirfte also vollig auf die fraglicbe Kost eingestellt

sein.

Wabrend der Versuebe verden die Ratten in gewohnlicben

Stoffivecbselkafigen gebalten, die das Auffangen von Harn und

Pakalien fiir sieb ermoglicben. Jede Versuebsperiode umfasst 4

Woeben. Wabrend der Versuebszeit ivird das Putter abgeivogen,

mit einer bestimmten Menge Wasser verriibrt und den Tieren

in geeigneten Tagesrationen verabfolgt. Die iibrigbleibende

Nabrungsmenge wird an der Luft getrocknet, geuogen und von

der Gesamtmenge der dargereiebten Nabrung abgezogen, vodurcb
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TABELLE 17.

j
Anahjsencrgebnis: •> Bs

! (.MiltelAverte aus 2 Bestimmungen)

{

Kaninchenserum mit 59*o v Bs
j

i

pro ml versetzt
j

7S 63 62 ! .5.3

}

Kaninchenserum .allein i 20 2
i

3 j
0

Differenz
j

.AS 61 59
1

.53

zugesclzl wurdc. Die Volunivcrhfdlnisse ^vll^dcn so gcwiiblt, dnss die tin-

vcrmcidlichc Plnsmavcrdfinnung hochslens 0 : 10 bclrug.

Die Genauigkcil der Beslimmiuig von Bs in Plasma. Scrum o. dgl. ist

gcringcr «a)s bci Beslimmung von Bs in reinen Losnngen. Im crslercn I'aHc

findet man den Bs-Wcrl als das Ergebnis von nicr Titralionen, im IcUJercn

als das Ergebnis von zAveicn.

Wic auf S. 52 dargclcgl svurde, svird die Bs-Bcslimnnmg diircli die

AnAvesenbeit Aon Hexosediphosphal crhcblicb geslort. Normal komm!

Hexosedipbospliorsaure niebt in Plasma odcr Scrum, Avoid aber in Blul-

korpcrchcn und Gcwcbscxlraklen vor (Lilcratur siebe OPPnNUElSfKn

Dicsen storenden Faklor kann man ausscballen, indem man sicb der spe-

zifiseben Hemmung bedient, Avcicbe die Mnlonsatire auf die Sucednode-

hydrogenase ausubl (siebe S. 53). Aus Tnbellc l-l, S. 34 geld bervor, dass

sicb die bier angegebene Teebnik aucb auf Plasma und Serum nnAA-enden

lasst. Die Bs-Mcngc der Probe Avird aus dem Unlerscbicd zwiseben dem

Ceriverbraucb dcr Probe obne und dcr Probe mil Malonal bcrccbnet. Da-

durcb vercinfacld sicb die Bcrccbnung, und vor allcin findet man den

Bs-Wcrl als das Ergebnis aus nur Titralionen, stall aus vicr, wic in

der oben angcgcbcncn Scrum-Melhodik. Toils aus dicsem Grtinde, toils

aucb AA'cil .sebon ininiinalc Mengen Hcxosedipbospbal die Beslimmung

slorcn konnen, baben wir in der lelztcn Zcil durebAveg bci dcr Bestiminung

von Bs in Scrum oder Plasma mil diescr ..Malonaltecbnik" gearbeitcl.

Fur Ausffdirung, Lusungen usav. vcrAveisc icb auf S. f>3).

SchaiiUcIcxIraklion von Bs: In gCAvissen Fallen cinpfieltll cs

sicli, vor der eigentlichen B.s-.\nalysc die Bs von im .Analysen-

material vorliandcncn storenden Subslanzcn zu sclicidcn. Bis-

Avcilen kann dies notwendig scin, hevor die Probe z. B. der Oxy-

dation mil Permanganat ausgesetzt Avird. Arn zAA’cckinassig*

sten isl es. die angesaucrlc Probe mil Alber zu extrnhicren,

Avobei man Bs und die iilrrigen alfierldslicben -Saiiren frei von

sonsligen Stoffen erbiilt. Bet klcinen Mengen empfiebll es sicb,

dicse Extraktion mil Widmarks .SchaukclcxlrakUonsimdfiode

auszufubrcn. (.Siebe ausfiibrlicbcr iiber Prinzi|), Teebnik usaa.

bei WTdmaHK (1938.)
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1 . Ailfgenommene Kfalirungsmenge.

Die Ton den Eatten verzelirte Nalirungsmenge, in g pro g
Korpergewielit nnd Woche ansgedriiekt, ist in Tabelle 31 ange-

geben. Perner verzeicbnet die Tabelle die Gewicbtszunahme der

Tiere wabrend der Versucbsperiode.

Kost

TABELLE 31.

Menge d. aufgenommenen Gew.zunahme (g)

Kahrung in g pro g Kor- \vilhrend des

pergewicht und Woche Bilanzversucbs

1 0,44 i: 0,012 7 ± 1,7

2 0,39 i; 0,013 13 ± 3,8

3 0,44 ± 0,006 3 ± 1,1

4 0,5G ± 0,015 8 ±2,0

5 0,55 rt 0,015 1 ± 2,5

6 0,54 ± 0,016 2 ±2,6

Weizenkleie

1

Fischlebertran 1,03 ±.0,051 2 ±2,6

Ein Zusatz von 2,i % Faser zu Host 1 (Kost 3) andert nicht

die Menge der verzelirten Nabrung pro g Korpergewielit. Die

mit Kost 3 gefiitterten Tiere sind indessen grosser als die mit

Kost 1 gefiitterten, wesbalb sie absolut mebr fressen. Die Paser-

zufubr in der bier angewandten Menge scbeint also die Putter-

anfnabme anzuregen, was — wie der Wacbstumsversucb gezeigt

bat — ein sebnelleres Wacbstum znr Polge batte. Wabrend des

Bilanzversucbs sind die mit Kost 1 gefiitterten Tiere mindestens

ebensogut gewacbsen wie die Tiere, die Kost 3 erbielten, wesbalb

die Ansniitznng der Nabrung in dem Torliegenden Palle von der

Paserzufubr nnabbiingig sein oder moglicberweise dadurcb leiebt

verseblecbtert werden diirfte.

Die mit Kost 2 (zusatzlicbes Vitamin Bj nnd Bo) gefiitterten

Tiere fressen pro g Kbrpergewicbt weniger als die mit Kost 1

nnd 3 gefiitterten. Die Unterscbiede sind 0,o5 i 0,oi8 g nnd

0,05 + 0,013 g, also signifikant. Trotzdem baben die Tiere dasselbe

Kbrpergewicbt wie die mit Kost 3 gefiitterten und wacbsen wab-

rend des Bilanzversucbs ebensogut wie die mit Kost 1, ein Eesul-

tat, das bier mit geringerer Kalorienzufubr erreicbt wird. Dieser

Befund lasst sicb kanm anders deuten, als dass die Vitamine dei

B-Gruppe (oder eins von ibnen) die Ausniitzung der Nabrung

fbrdern.
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kanii man leichl die Zeil bercchuen, nach welcher die Hrdfle dcr iUj,’c-

selzteu atherloslichen Saure exlrahiert isl. Die Zeit der totalcn ExIrakUon
entsprichl der zehnfaclien sog. llalbierunj-szeit (siehe Widmauk kh
babe fur Bs-Ldiungcn und Ilcparinplasma mil Siiccinalzusatz die Halbie-
rungszeil fur meine verschiedenen Scliaukelgefasxe feslgeslellt. Die zur

Tolalextraklion bendligle Zeil iil nach dem Scliaukelgefass mil der nicd-

rigslen Extraklionsgcsciiwindigkeil (d. h. mil dcr niedrigstcn Exlraklioiw-

konslanle) berccbnel.

Extraktionsdauer fur „lolaIe“ Exlraklioii von Bs (09,<j %] aus wii.Nsriger

Losung von Bs: 3,5 Slimden. Ilcparinplasma mil Bs: 28 Stunden,

Scliaukelgefass, Mikromodcll, nach Widmahk (1933); Frequeuz 12

Schaukelbewogungen pro Minule; Neigung 11°.

Der Schaukelextrakl lassl sich dann fur weilere Manipulalioneii vcr-

wenden, z. B. O.xydalion mil Kaliinnpermanganat, Exlraklion von Keto-

sauren wie 2 : -l-Dinilrophenylhydrazonen usw.

Fur Lusungen, Ausfiilirung im cinzelnen ussv. verweise ich auf .S. t?.").

Die verschiedenen Modiflkationen der Bs-Bestimmung

und ihre Anwendung.

Vbcrsiclit und Ziisainmcnfassimg.

Urspruiujliche Gestaltunci der Bs-Bestimmung (Prinzip S. 28,

Ausfuhrung S. 32): In tlie.ser Gestnlt wird die Melhode fur reine

Succinatlosungen und in der Regel auch fiir Schaukelexlrakle

aus Plasma, Serum und Harn verwendel.

Technik 1 (Prinzip S. 58, Aiisfiihrung S. 63): Wenn eine Ana-

lysenprobe Substanzen entlulU, die nicld-enzymalisch durcb

Ferricyanid oder Cerisulpbat oxydiert werden, d. h. wenn die

Probe eine Spontanreduklion hat, muss man eine Korrektion

einfiigen. Dies gilt u. a, von Plasma und Serum.

Technik 2 (Prinzip S. 53, Ausfiilirung S. 61): GewLsse Enzyme

(„Saisonvarialiou“, siehe S. 39) liefern richlige Werte nur mil

der „Malonattechnik“, d. h. Technik 2. Diese ist auch aiizu-

wenden, wenn die Probe He.xosediphosphal enllullt. Zeigl die

Probe Spontanreduklion, so ist es bequemer und besser, kon.se-

quent Technik 2 statt Technik 1 zu verwenden.

Technik 3 (Prinzip S. 54, Ausfiihrung S. 64): Diese Technik

komml zur Ansvendung, wenn das Analysenmaterial u-Kclo-

glutarsiiure enthalt. Da es in der Regel ungewiss isl, ob Plusimi-

oder Serumproben diese Saure enthalten, und da Icchnik 3

umsliindlich und zeitraubend ist, babe ich e.s vorgezogen, in mi-

sicheren Fallen mil Technik 2 zu arbeiten. Bs-Bestimmung

nach Technik 3 wird nur in eincr kleineren Zahl von Probeu
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Die Jlenge der Faeces veriindert sich nicht bei erhohtem Vita-

inin-B-Gchalt der Nahrung; sowohl bei Futteriing mit Kost 1 als

iiiit Kost 2 werden 4,g % Fiikalien ausgeschieden. Ein Zusatz von

Zelliilose zur Kost steigert belvanntlieh die Menge der Faeces. Die

mit Kost 3 gefiitterten Tiere geben eine grossere Menge ab, als

die mit Kost 1 gefiitterten. Die GewielitszAinabme der Pakalien —
2,ri ± 0,20 % — ist etAva.s grosser, als es der mit Kost 3 zuge-

fiihrten Pasermenge entsprielit. Dies kann entweder darauf be-

ruhen, dass die Pasern eine ver.schleehterte Resorption der Kost

versclmlden, oder ebcr darauf, dass sie die Absonderung von

Darmsekret, das dann nicht wieder resorbiert wird, anregen.

Bei Piitterung mit Kost 4 (35 % Weizenkleie enthaltend)

nimmt die Menge der Faeces stai'k zn. Diese Kost enthalt 3,5 %
Rohfaser. Vergleicht man die bei Piitterung mit Kost 3 und Kost

4 ausgesehiedene Kotmenge, so findet man bei letzterer eine

Steigerung um 10,i ± 0,48 %. Diese Zunahme der Kotmenge er-

scheint unverliiiltnismassig gross, wenn man sie mit der Zunahme
bei Kost 3 im Verhaltnis zu Kost 1 vergleicht (siehe oben). Die

nachstliegendc Erklarung hierfiir ist wohl die, dass von der

Weizenkleie nur ein kleinerer Teil resorbiert wird. Verursacht

diirfte dies sein dureli die Schwerverdaulichkeit der Kleie, be-

gunstigt noch durch eine be.sehleunigte Darmpassage. Indessen

gibt es noch eine zweite Moglichkeit. Die Zellulose der Kost 3

besteht aus feinen Pasern, die den Darmkanal passieren diirften,

ohne viel Platz zu benbtigen und ohne die Dai'msehleimhaut

starker zu reizen. Die Kleiezellulose dagegen baut die Wandungen
der Kleiezellen auf. Sie liegt also in Konglomeraten von wiirfel-

fbrmigen Bildungen vor, wo die Wandung jedes Wiirfels aus

Zellulose besteht. Die Zellulose der Kleie nimmt deshalb grosseren

Platz ein und diirfte den Darmkanal reizen konnen, was eine

gesteigerte Darmsekretion im Gefolge hat. Es liegt also die

IMoglichkeit voi’, dass die bei der Kleiekost festgestellte grossere

Pakalienmenge nicht auf die Schwerverdaulichkeit der Kleie,

sondern, giinzlieh oder zum Teil, auf eine verstarkte Darmsekre-

tion zuruckzufiihren ist.

Bei Piitterung mit Kost 5 wird eine wenig grossere Menge

Pakalien ausgesehieden, als bei Piitterung mit Kost 4. Der Unter-

sehied ist jedoch nicht signifikant. Backt man dagegen die game

Kostmisehung (Kost 6), so nimmt die Kotmenge zu. Bei Kost

6 werden 4,2 ± 0,.52 % mehr Pakalien ausgesehieden als bei Kost 4.

Der Unterschied ist statistisch gesichert. Bine gebackene Kost
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Cerivcrbrauch bcl Titcrstcllung:

r, . 2
Faktor: -— . 103,33= 100,7.

2,030

2,010 (Mittchvcrt nils 3

Uestirnmungen)

Spontanrcduktion dcr Probe (llohrchcn 2): l.teo

Zusammen
minus Indikatorwcrt

dosEnzyms( »

(
•

3)

: O.xo

2,000

4)

: 0,360

ml Ceriumsulfat*

losung

Korrigiertcr Konlrollwcrt ; l.oio

Gesamtrcduktion (Ilobrclien 1): l.esi

minus korrigiertcr Konlrollwcrt 1): 1,gio

Dcr Bs-Mcngc dcr Probe cntsprcchcnd : 0,o<5

Ergebnis: Die Probe cntlialt 0,ot5 . 100,7= 5 '/ Bs.

Tcchnik 2: Reagenzien und Losungen; 0,10-mol. Slamm-Malonalloiung:

0,5200 g Acidum malon. (Merck) + 10,0 ml 1,0-n Nnlronlnugc, Aqua rcdosl,

ad SO ml.

Fcrricyanid-Fnrbsloff-Puffcr-Losung mil Malonnl: 20 ml O.fr-niol.

Stamm-Fcrricyanidlosung -f 10 ml 2 : 6-Dichlorophcnolindophenollosung

1 : 2000 + 10 ml 0,1-mol. Sinmm-Malonallosung werden mil M/15 Phosplinl

pll 7,38 ad 100 ml vcrsctzl.

Sonslige Losungen und Bcrcitung dcr gcnannlen Slammlosungcn sielu*

S. 30.

Die Ausfubrung gchl nus folgendcm Beispicl licrvor:

Uohrehen Nr. I 2

Fcrricyanid-Fnrbsloff-Puffcr-Losung 1,0 ml

Fcrricyanid-Farbstoff-Puffcr-Losung mil Malonat — l,o ml

Plasma (Analysenprobc) 1.0 1.0

Iinzym 0,5 0,5

Trichloressigsraire, 35 % 1.0 l.o

Ccrivcrbraucb : 0,5to ml 0,875 ml

Differenz zwischen Bohrclicn 1 und Robrehen 2: 0,oi5 ml

(der Bs'Mcnge in dcr Probe cntsprcchcnd)

Ccrivcrbraucb bci Titcrstcllung : 1,975 ml (.Mittciwerlaiis

.3 BesUm-

mungen

Zur Bercebnung wird dcrselbc Faklor vcrwcndel wie l«‘i Tcchnik 2. S. 0.3.

o
, 103,33 = 104,6.

1,975

Ergebnix: Die Probe cntbalt 0,035.104,6= 4 V Bs.

Technik .3: liragenzien und LfUstirigrn: 2 :4-I)nulropbcnylhydriizinl(/8tmg.

0,00 g 2 ; I'Dinilropbenylbydrazin (Sebuebardt) -! 10 ml 0-n Schwcfchaurc

(nus IB-n luTcitel). Die Lf.sung wird laglicb fri.sch bm'ifct.
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3. Die Resorption der Weizenkleie.

Bei Fiitterung mit ICost 1 wird eine Kotmenge ausgescliieden,

die 4,g % der aufgenommenen Futtermenge entspriclit, bei Fiitte-

rung mit Kost 3 7,1 % . In Kost 3 miissen also 97,9 % von Kost 1

4,15 X 97,9

ioo
— 4,5 % aussebeiden. Die in Kost 3 durch die Zellulose-

faser bewirkte Kotmenge ist demnach 1,\%— 4,5%= 2,6%. "Wird

die Zellulose als unresorbiert vorausgesetzt, so machen Reste des

Darmsekrets 2,g % — 2,i % = 0,5 % aus. Betriige die Zellulose

10 % der Kost, statt 2,i %, so ware die Steigerung der Kotmenge

der aufgenommenen Futtermenge.

In Weizenkleie mit 1 % Fischlebertran, wo die Menge der

Rohfaser 10% ausmaebt, sollte die Zellulose eine gesteigerte Aus-

sclieidung von Sekretresten= 2,i % bewirken. Bs werden indes-

sen 43,5% der aufgenommenen Futtermenge ausgescliieden. Also

wiirden die unresorfaierten Bestandteile der Weizenkleie 43,5%

—

2,4% =41,1% ausmaelien.

Die unresorbierte Weizenkleie lasst sieh aucb von Kost 4 aus

berechnen. Macht der Zellulosegehalt einer Kost 3,5% statt 2,i%

aus, so muss die Vermelirung der Sekretreste in den Faeces durcb

3 6 X 0 6
die Zellulose ~—^= 0,8% betragen. Bei Kost 4 wiirde also

die Kotmenge 4,o% +0,s% =5,4% der aufgenommenen Futter-

menge sein. Die bei Kost 4 erlialtene Kotmenge belief sicli indes-

sen auf 17,2% der Futtermenge. Die 35% Weizenkleie der Kost

4 verursachten also eine weitere Zunaiime der Fakalien= 17,2%

—5,4% =ll,s%. Unresorbierte Weizenkleie somit
100 X 11,8

36

33,7%.

Die Weizenkleie iviirde also laut Bereclinung zu etwa 60%
resorbiert, wobei jedoch angenommen wurde, dass die Zellulose

der Weizenkleie dieselbe Menge Darmaussclieidung bewirkt, wie

die entspreeliende Menge der Zellulose in Kost 3. Dock muss man,

wie schon gesagt, annebmen, dass die Kleiezellulose die Darm-

sekretion starker anregt als die Faserzellulose. Die oben ange-

gebenen 40% wiirden in grosserem Ausmass aus Sekretresten be-

stehen konnen, es wiirde also raebr als 60% der unbehandelten

Kleie resorbiert werden konnen.

5 — Borgstrom.
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Dizipient Hezipicai

Analysenprobe ^ 3,o ml —
0,2-n Schwefelsaure, 16 % NajSO* enlhaltend . . 1,5 —
0,lO-n NaOH 2,5 ml
Alhylalher wie oben 37 ml

Nach Abschluss tier Extraktion wird der Inhalt des Rezipicntim (juan-

titativ in ein flachbodiges Titrierglas (Modcll siehe S. 32) gebracht. Die
Losung wird mil 1 Tropfcn Phenolpbtalcinlosung verselzl. und die Rot-
farbung garantierl, dass im Rozipientcn ein Oberschuss von NaOU vor-

handen war. Dann verselzl man mil 2,5 ml 0,l0-n HCl und lilriert mil

O.iO-n NaOH, bis eine leichle Rosafarbung eintritt. Dadurch crfuhrt man
die Gesamtmenge an athcrloslichen Sauren in der Probe.

Bei sehr hohcm Bs-Gchall der Analysenprobe, wie cr biswoilen in Ham
vorkommt, wird diesc Titration statt dessen in einem 10 ml grossun Mcss-

kolben ausgefuhrt, worauf man bis zur Marke mil Aqua rcdesl. verdiinnl

und die Bs-Analyse dann in dicscr verdunnten Losung vornimmt.

Bei Extraktion von Plasma, Serum und Harn mil massig erlmhlem

Oder normalem Bs-Gchall cmpfiehlt es sich, die Probe im Trockcnschrank

vollig einzudampfen. Nach dem Abkuhien wird die Probe in ciner be-

stimmtcn Menge Aqua redcst. gelost und die Bs-Beslimnnmg an dicser

Losung vorgcnommen. Dabei crgibt sicli ein kleiner Vcrduunungsfebler,

dcr indesscn fiir die Genauigkcit der wcitcren Analyse kcine RuUe spiclt.

In der endgulligen Analysenprobe ergibl sich auf diese Weise eine hohcre

Bs-Konzenlralion, .als wenn man den Schaukclexlrakt nach der Tilralion

auf ein bekanntes Volumen verdunnt und dann die Bs analysierl. Dies

ist ein grosser Vortcil, wenn die Bs-Konzentralion der urspriinglicheii

Probe sehr niedrig isl (z. B. Plasma und Serum).

In der Regel zeigl Schaukclexlrakt von Plasma und Serum kcine „Spou-

lanreduktion". Man verselzl deshalb die eingedampfte Probe zweckrniissig

mil 2,5 ml Aqua redest., so dass man 2 ml fur 2 Bs-Beslimmungen nb-

pipetlieren kann. Will man feslstellen, oh die Probe Sponlanreduklion

zeigl, so muss man die Probe in 4,5 ml stall in 2 ml A(pia redcst. auflosen.

damit man 4 ml zur Doppelbcslimmung erhall. Dabei arbeilet nun mil

Technik I oder noch besser mil Tcchnik 2.

Enlhalt die Probe a-Keloglutarsaure oder Malonsaure, so wird der

Schaukclexlrakt mit 'I’cchnik 3 bzw. Technik 4 behandell.

Bcrechuung: Der Schaukelextrakl wird bis zur Trockenheit cingedamjdt

und in 2,5 ml Aqua redest. gelost. Von dicser Losung pipetliert man 1 ml

fur eine Bs-Bestimmung ab (zwcekinassig macht man Doppelbestlm*

mungen). Den dabei erhallcncn Bs-Wert uennen wir U’/. In der fjtmicn

Menge Schaukelextrakl findet sich also B , 2,5 '/ Bs. Diese Menge ist aus

‘ Ist die Probe eiweissliallig (Serum, Plasma), so bildet sich ein Niedcf-

schlag. Urn vollstundige Extraktion zu crziclen. empfiehll es sich, den

Niederschiag von Zeil zu Zeit uinzuruhren.
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Werteu ^vi^d erreehnet, wie viel Stickstoff mit den Faeces aus-

gescliieden wird nnd wie viel im Organismus verkleibt (Tab. 33

nnd 34). Die kleinen Stickstoffverluste, die durch Haarausfall

entstehen konueu, werden vernachlassigt.

TABELLE 33.

Kost

1

2

8

4

5

G

Weizenkleie 1

Fischlebertrnn

Mit den Faeces ausgeschiedener

Stickstoff in der aufgenom-

menen Menge

10.3 ± 0,52

9,5 db 0.24

10.9 ± 0,56

19.2 ± 0,88

23.4 ^ 0,91

30.2 ^ 0,88

42.9 ± 2,40

a. Mii den Faeces ausgeschiedene Siiehstoffmenge.

Die Stickstoffausscbeidung mit den Faeces ist in Prozent der

aufgeuomraenen Stickstoffmenge angegeben. Wir finden, dass

zusatzlicbes Vitamin nnd B, (Kost 2) die Menge des Fakal-

stickstoffs etwas verringert, wahrend ein Zusatz von 2,\% Faser

(Kost 3) diese !Menge etwas steigert. Der Unterschied ist indessen

in keinem Falle signifikant. Eine wirklicb signifikante Differenz

bestebt .iedocb ziviscben den bei Kost 2 nnd Kost 3 gefundenen

Werten und bestiitigt die Riclitigkeit der oben wiedergegebenen

Beobachtung (Signifikanz= 1,4 ± 0,6i % )

.

"Wird die Kost mit 35% ‘Weizenldeie versetzt (Kost 4), so

nimmt der Fakalstickstoff stark zu. Die Menge des Stickstoffs

im Kot wird noch mebr gesteigert, wenn gerostete Weizenldeie

(Kost 5) gefuttert Avird. Der Unterschied — 4,2 ± 1,27% — ist

statistiscb gesichert. Durcli Backen der Kleiekost (Kost 6) erlioht

sicli der StickstoffA’erlust mit den Faeces noch mehr, als wenn
nur die Kleie erhitzt Avird.

Backen der Kost oder Boston der Weizenkleie beAAnrkt also

einen sicker erholiten Verlust an Stickstoffprodukten durch die

Faeces. Die Erklarung diirfte darin zu suchen sein, dass die

Verdauliehkeit der Eiweissstoffe unter der Warmebehandlung

leidet und dass die Rostprodulcte eine A’^erstarkte Absonderung

A’on Darmsaft verursachen, welcher Darmsaft zum Teil mit den.



K API TEL III.

Die Hemmuug- der Bs-Dehydrieruiig uiid der

FumarsUiire-Hydrieruiig durcli Maloiisliure.

Um die Rolle der Bs und der Siiccinodchydrogcnasc im in-

termediaren Stoffweclisel niiher zvi erforschen, isl es

wichlig, die Wirkimg zii sltidieren, die sich bei einer spczifischen

Hemniung dieses Enzyms in vitro und in vivo cinslcllt. Auf
die Losung dieses Problems ist viel Miihe verwandt worden. —
Drei Stoffe hemmen bereits in sebr schwachcn Konzentrationen

die Succinodehydrogenase: Malonsiiure, Pyrophosphorsaure

(Leloir u. Dixon 1937) und o-Keloglularsiiurc (Weil-Mal-
HERBE 1937, eigene unverdffentlicbte Versucbe). Die Hcmmung
der Succinodehydrogenase durch die Pyrophosphorsaure ist

nicht spezifiscli (siehe Hoff-.TOrgensen 1940). Die Hcmmung
der a-Kefoglutarsaure isl nur wenig untcrsuchl. Die hcmmcnde
Wirkung der Malonsnure auf die Succinodehydrogenase dage*

gen isl bei Uinselzungsversuchen in vitro weitgehcnd gebraucht

worden. In dcr Erorterung der C4-Saurenthcoric, des Citroncn-

siiurezyklus und vcrsvandler Probleme nehmcn die Mnlonal-

versucbe eine zcntralc Stellung ein.

Die heninjcncle Wirkiinp dcs Mnlonals atif die Bs-Dchydrierunp wurtle

crstinatig von Quastei. und scinen Mitarbcitcrn fcslgcslclit (Ql'ASTia. lP2f..

Quastel u. Wooi.nninGE 1928). Sic hclraciilelcn die Hemmting nis spe-

zifisch fur die Succinodciiydrogcnasc tind fiilirtcn sie nuf die Kon^filution's-

alinlichkeil der gonannlcn Siiurc mil Bs zurilck. Die Mnionsatire wird

wegen dicser Afinliclikcit mil grosser .^ffinilat an das Enryni ndsorbierl

und vcrdrangl so Bs von dcr vcrffigb.arcn Enzymoberflache. Da das

Mnlonal niclit unigesetrt svird, crgibl sich hicrdurch cine slarke Henmuitig

der Bs-Dchydrierung. SZEsr-GvORr.vi schliessl sicli <!irser Ansiciif. <lass

Mnlonal die Succinodcliydrogcnnse spczifixrli hemnie, an. WEri.-.MAl.UERf'.E

(1937) dagegen ist der Ansiclit, dnss die Malonnthemmnng nicht g-anx spr-

zifisch fur das gennnnle Enryin isl. GegcmMiiT den Arbetlcn dieses und

nndcrer Forschcr, in denen Malonallicnimung nuch bei anderen Ddsydric-
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b. Im Ovganismus verUeihender SticJcstoff.

Die Stiekstoffretention der Versuelistiere ist teils in Prozent
der aufgenoinmenen Stickstoffmenge ausgedriickt worden, teils

als walirend der Versuchsdauer (4 'Woclien) im Organismus
retinierte Stickstoffmenge in Gramm (Tab. 34).

Kost

TABELLE 34.

Im Organismus A’er- Durchschnittlich pro Tier

bliebener Stiekstoff in Aviihrend des BilanzA^ersuchs

°o der aufgenommenen im Organismus A'erbliebene

iMenge K-Menge (g)

1 13,6 dr 1,89 1,5 dr 0,21

2 13,1 ± 1,62 1,5 dr 0,23

3 21,1 ±1,04 2,3 dr 0,30

4 16,5 ± 2,80 2,6 dr 0,34

5 15,5 dr 2,29 2,3 dr 0,31

6 8,0 dr 1,76 1 ,0 rir 0,18

Weizenkleie 1 “o

Fischlebertran 30,9 dr 2,47 4,0 dr 0,32

Vergleicht man die im Organismus verbliebene Stickstoffmenge

mit dem 'Waclistum der Tiere wahrend des Bilanzversuches (Tab.

31), so nberrascht die Grbsse der Stickstoffmenge. Sie diirfte

sich nur damit erldaren lessen, dass die Tiere Pett nnd Kohle-

hydrat aus dem Organismus zur Verbrennung verbrauelien,

Avahrend die zugefuhrten Stickstoffprodukte kbrpereigene Stoffe

aufbaiien.

Die Retention des Stickstoffs ira Organismus liangt von mehre-

ren Faktoren ab. Sie AA’ird u. a. beeinflusst dureb :

1) die Art des zugefiilirten Stickstoffs,

2) das Wachstum des Versucbstieres,

3) den Eiweissgehalt der Zellen (Rubner, 1908).

Eine riclitige BcAvertung der bier erbaltenen Resultate bietet

desbalb grosse ScbA\deidgkeiten.

Die Kostmiscbungen 1, 2 und 3 entbalten dieselben Stiekstoff-

produkte in gleicber Proportion. Die mit Kost 1 und 2 gefiitter-

ten Tiere retinieren eine sowohl prozentual als absolut gleieh

grosse Menge Stiekstoff. Ihr ‘Wachstum wabrend des Bilanz-

versuebes ist gleieh gut. Im WachstumsA-ersuch zeigen indessen

die Tiere, die zusatzlicbes Vitamin B, und B.^ (Kost 2) bekom-

men, ein besseres Wachstum. Sie sind also grosser als die mit

Kost 1 gefiitterten Tiere, behalten aber trotzdem niebt mebr
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selbe is{, 5ondern uur so viel zugesetzt wird, dass der Farbsloff „elwas
uberreduzicrf* wird.

Die Ozydation. der Bs zu Fuiuarsaurc durch die Succinodehydrogenasc
ist eine reversible Reaktion (J. Leuma.nn 1930). Eincr der .Mitarbeilcr

Szenl-Gyorgyis (K. Laki 1935, S. 33) hul gezeigt, dass B.h und Furaatsaurc
gleich grossc .\ffinilul fur dieses Enzym besilzen. Dunn ist es IheorclLsch

unwahrscheinlich, dass die Malonathemmung starker ist, wean die Beak-
tion in der einen Richlung ablauft, als wenn sie in der entgegengeselzten

Richtung erfolgt. Hierauf weist auch Oppenheimek (1939) in seiner Krilik

der Szent-Gyiirgyischen Tljcorie bin.

Es ware dalier sehr wunschenswert, wenn man experimcnlell mil einer

zufriedenstellenden .Melhodik entscheidcn konnfc, ob die Malonsiiurc die

Bs-Debydrierung und die Fumarsuure-Hydrierung im gleichen Grade

hemmt oder nicht. Diesbeziigliche Vcrsuche werden nachstehend ge-

schildert.

Methodik: Will man die quantitativen Verhallnis.se bei Hem-
mung einer reversiblen Reaktion untersuchen, so miissen die

Versuchsbedingungen bei dem Ablauf der Reaktion in beiden

Richtungen moglichst dieselben sein. Unlersucht man die De-

hydrierung von Bs mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor,

so muss die Hydrierung von Fumarsiiure mit Leukomethylen-

blau als Wasserstoffdonator geschehen. Im itbrigen sollen die

Versuchsbedingungen, die Konzentration der an der Reaktion

teilnehmenden Stoffe, der pH usw. identisch sein. Wenn man
unter diesen Verhaltnissen fiir die beiden Reaklionen die pro-

zentuale Heramung beslimmt, die eine geeignele, in Vorver-

suchen ausprobierte Malonatkonzentration hervorruft, so wird

man berechtigt sein kdnnen, die Ergebnisse in beiden Fallen

miteinander zu vergleichen. Unter diesen Versuchsbedingungen

verschiebt sich das Redoxpotential des Systems bei beiden Reak-

tionen genau liings derselben Kurve.

Die cxaktcste Metbode, den Reaktionsablauf bei der Dcliydrierung dtf

Bs zu verfolgcn, durfte es sein, durch RedoxpQteutialmessungcu die Vcr-

schiebung dieses Potentials mit forlscbreitendcr Reaktion zu verfolgcn. Urn

die Hydrierung von Fumarsiiure zu untersuchen, lassl man die glcichc

.Menge .Methylenblau vvie im vorigcn Fade durch eine kleinc .Meiigc Bs zu

Lenkomethylenblau dehydrieren. Dann versetzt man mit Fiunar.suure, und

durch Potenliabnessungeu foigt man den Reaklion-sablauf der Hydrierung-

Wenn sowohl die Debydrierung als die Hydrierung unlersucht werden

soil, empfiehlt es sich, als Wasserstoffacceptor (brw. Wasserstoffdonator)

und Potentialvcrmilller dnen Rcduxindikator zu hcimfzen, dessen Poten-

tial dem des Succinat-Fumarat-Systcms moglichst nahc kornnil, Melbylcn*

blau ist fiir diesen Zweck am geeignetsten, Wird das Hedozpolential (Eo)
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cliirften also einen relativ kleineren Bedarf an Stiekstoffproduk-

ten liaben, als die kleineren. Die in Kost 5 entlialtenen Stickstoff-

produkte diirften somit schleehter ausgeniitzt worden sein, als

die in Kost 4. Erhitzung der "Weizenkleie auf 170° verschleclitert

also die Ausniitzbarkeit des Stickstoffs.

Bei Piitterung mit der gebackenen Kost (Kost 6) zeigen die

Tiere im Verhiiltnis zu denen mit Kost 5 keinen sicberen Unter-

schied im "Waclistum walirend der Wacbstums- nnd Bilanzver-

sucbe. Sie behalten absolut nnd prozentual eine kleinere Menge
Stickstoff im' Organismus zuriick. Dies kbnnte evtl. an der

grosseren Menge Fakalstiekstoff bei der gebackenen Kost liegen.

Betrachtet man indessen die Werte, die sick bei dem Versueh

mit Weizenkleie +1% FiscWebertran ergeben, so findet man,

dass ein hoher Stickstoffverlust mit den Faeces sehr wobl mit

holier Stickstoffretention vereinbar ist.

Die mit 'Weizenkleie +1% Fischlebertran gefiitterten Ratten

wachsen wahrend des Wachstumsversuches schleehter als alle mit

den librigen Mischungen gefiitterten. Wahrend des Bilanzver-

suches ist die Gewichtszunahme geringer als die der iibrigen Tiere

Oder gleich derselben. Die Stickstoffretention ist fiir diese Tiere

absolut und prozentual am grossten. Die Kost unterscheidet sich

jedoch erheblich von der Zusammensetzung der iibrigen Futter-

mischungen, und die Wachstumskurve weicht auch stark von der-

jenigen der iibrigen Gruppen ab. Ein Vergleich in bezug auf

die Ausniitzung der Stickstoffprodukte diirfte sich hier nicht

durchfiihren lassen.

Zufuhr von Vitamin B^ und Bj scheint die Ausniitzung der

Stickstoffprodukte erleichtern zu kdnnen. Erhitzung auf 170°

verschlechtert die Ausniitzung der Stickstoffprodukte. Vitamin

Bj wird bei einstiindiger Erhitzung auf 170° zum Teil zerstort

(siehe S. 83 ff.). Die schlechtere Ausniitzung des Stickstoffs nach

Erhitzung der Weizenkleie diirfte sich also zum Teil durch den

geringeren Vitamin-Bj-Gehalt der Kost erklaren lassen. Wahr-

seheinlich wirkt jedoch die Erhitzung auch direkt auf die Eiweiss-

stoffe ein, so dass diese sich weniger gut als Bausteine im tieri-

schen Organismus eignen.

Zusammenfassung.

Die Bilanzversuche an Ratten haben in bezug auf den Stick-

stoffumsatz ergeben:
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Untcrschicd zwischcn dcni E/, dcr bciden Systcmc bclnigt bei diescn pJl

nur O.OOj bzw. O,0 l0 Volt. Durch Vorvcrsuclu* itn TbunbcrgA'crsiich xvird

die ^ralonalmcngc cnnitlelt, welchc die Dchydrierung zn ctwn a(> % hi-nimt.

Die,^cr Hemmungsgrad durftc am gceignelsicn scin. Man erziclt daniil eiru-

Wirkung. die mil Rucksicht auf die Empfindlichkcit dor Molhodo genfi-

gond stark ist. Mit stiirkcrer Hcmmung ru nrbeiten, ist nichl rat.sam. da
die Rcaklionszeit dadurch .so in die Lfingc gezogen worden knnn, class das
Enzj’m sicb irrcvcrsibcl verandern kann.

Die Succinodehydrogcnasc muss sclbstverstandlich frei von Funiarase

scin, wenn man richlige Potcntiale crhaltcn will. Die Enzyinlosung wurdc
aus Schweineherz nach cincr Modifikntion dcr Lchmannsclien Methodo
(Lehmann 1940. Lehmann u. HoFr-JOncENSEN 1939) dargcstcllt.

Die Enzymlosung wird vor dem Vcrsucli mit Hilfc von HCl odcr NnOH
auf den gcwunschtcn pll gcbrachl.

Damil man geniigend viclc Polcnlinlmcssungcn ansfiiliren knnn, darf

die Rcaklionsgcscbwindigkcit nicht zu hoch scin. Iin Mcthylcnblnuvcr-

such wird durch Andcrung dcr Enzymmenge cine pnssende Entfarbungs-

zeit, elwa 15 Min., gofunden. Die Mcthylenblau-Mcngc (100 '/) ist nach

Lehmann (1940) gcwahlt.

Im Vorvcrsuch zeigte sich, dass 0,4 ml dcr nngcwnndtcn Enzyniiri.s»mg

cine pnssende Rcaklionszeit gibl und dass cin Zusntz von 0,C ml O.oi-

molarer Malonatlosimg cine elwa 50 ®oigc Hemmung bewirkt. Das lotale

Renktionsvolumen betragt 3,0 ml.

Zur Tcchnik dcr Rcdoxpotcntialmcssung sichc Lehmann (1940).

Fiir die Redoxpolenlialmessungcn wurden Redoxgofasse nach Leh.mann

(1940) bcnulzt, mit cincm Annex zur Einffilhing dcr Losungen, die cr.sl

nach dcr Evakuicrung zugesetzt werden sollcn. In das Gofass .scibsl wer-

den Phosphalpuffcr, Enzj’m und evil. Malonal gcbrachl. Mil dcr Olpnnipe

wird dann 5 Minulcn Inng evakuiert, die Iclztcn 2 Minnten wird das ganze

Redoxgefass ins Wasserbad gclaucht. Dann wird untcr vorsichligcn Um-

riihren das im Annex bofindliche Melhylcnblau und Succinat ziigogosson.

Dcr Augcnblick des Zugicssens bczcichncl den Beginn dor Rcaklion. Das

Element, de.sscn EMK nun gemessen wird, l)cstchl cincrscits nus Enzyni-

Succinat-Melhs'lcnblau im Rodoxgcfa.ss und blanker Pl-E!cktrodc, nndor-

seits aus cinem Rohrehen mil Vcibcl-Losung und Cliinhydron und blanker

Pl-EIeklrode. Diesc bciden Hnll)clemcnlc werden durch cine Brfickc von

Kaolin-Agar verbunden (Lehmann 1930). Das Rohrehen mit Cliinhydron-

Veibel muss gut vcrschlosscn scin, da sonst ^vegen dcr Firichligkeit des

Chinons das Rcdoxglcichgcwichl geslorl werden kann.

Bei dcr Fumar'nlhydricrung wird das Lcukomclhylenblau In dcr Ufise

dargcstcllt, dass dicseibc Menge Methylcnblnu wic in den Bs-Dohydrierungs-

versuchen miticis dcr kleinstmoglichcn Menge Succinat entfarbl wird,

Nachdem die Rcaklion, doren Vcrlnuf durch Messung des Re<ioxpottnfi.'ih

vcrfolgl wird. ztirn Slillstnnd gckommen ist, wird das Furnarat rngcwlrt

Bei Hcmmungsvcrsuchcn wird das Malonnt nach eingclrctencr Lnlfslrbun?

zugegossen und die Fumarsfiure erst nach svoiteren a Mm. zugcsflJit. In
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sium sind vor allem gewisse Teile des Zentralnervensystems, die

Muskeln und die Nieren (Aron tind Gralka, 1926). Die Eolle,

die das Magnesium im Organismus spielt, ist noeh wenig klar-

gelegt. Man weiss indessen, dass das Mineral fiir etliche enzyma-
tisclie Reaktionen, z. B. • fiir Phosphorylierung, notwendig ist

(Albers, 1940). Im iibrigen haben zweifellos die beiden Minerale,

besonders das Magnesium, mehrere noeli unbekannte Aufgabeu.

a. Der Calcium- und Magnesitimverhist mit den Faeces.

Naeli Nicolaysen (1934, 1936) soli keine Calcium- oder Magne-

siumausscbeidung dureli das Colon stattfinden. Was man von

diesen klineralen in den Faeces wiederfindet, sind unresorbierte

und mit den Sekreten abgesonderte Mengen. Diese Ansicht stelit

im Widersprueli zu alteren, laut denen besonders Calcium-, teil-

weise aber aucb Magnesiumexkretion durcli das Colon erfolgen

soil (siehe z. B. Strasburqer, 1929). Der Verlust endogenen Cal-

ciums mit den Faeces kann jedoch hocbgradig versebieden sein.

Nach der einen Ansiebt berubt dies auf den wecbselnden in den

Darmsekreten entbaltenen Mengen, nach der anderen auf ver-

schieden starker Exkretion durch das Colon.

Der Calcium- und Magnesiumverlust mit den Fakalien bei den

Bilanzversucben, ausgedriickt in Prozent der von diesen Stoffen

aufgenommenen Mengen, ist in Tabelle 35 angegeben.

TABELX/E 35.

Kost Mit den Faeces ausgeschie- Mit den Faeces ausgeschie-

denes Calcium in der denes Magnesium in % der

aufgenommenen Menge aufgenommenen Menge

1 86,4 ^ 2,80 64,7 ± 3,61

2 81,9± 2,18 73,5 rt 3,56

3 90,0 ± 2,35 79,1 ± 4,22

4 83,4 ± 2,23 75,5 ± 0,75

5 89,4 ± 2,66 87,3 5,63

6 92,7± 1,39 96,4 ± 5,20

Weizenkleie -p 1 %
Fischlebertran 97,0 ± 4,12 103,2 ± 4,74

Betracbten wir zunacbst die bei Fiitterung mit Kost 1 bzw. 2

und 3 erbaltenen Werte, so findet man, dass die Calciumwerte

den oben besprochenen Stiekstoffwerten gleicblaufen. Das Mittel

des prozentualen Calciumverlustes steigt an, wenn der Kost 2,i%
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TABELLE 20.

Fiimarsdure-Hydrierung.

Bohr Sr. 3
|

Bohr .\r. 4
I

j Potential

1

in Volt
1

Zeit nach dem
j

i Anfang der Reaktion :

1 Minuten u. Sekunden -

1
’

Potential

in Volt

1 Zeit nach dcm
1
Anfang der Reaktion

j
.Minuten u. Sekunden

j

! !
O.oo

1
0,593

!

1 O.oo

1
0,jat

i

0-^’
i

0,579 i 1.00

i

0,579 0.58 ; 0,572 !
2,57

' 0,572
i 1.15

j

0,505
j

5.27

I
0,555 * 2.54 ' 0,591 ! 7.15

! 0,591
j

4.00
1

0,559
I

9..H (?)

j

0,559
1

1

0,555 10.30

I 0,550
!

i
9.23 0,550 1

13.54

pH nach dcm Versuch l.is
jj

pH nacli dem Versuch 7,ts

Die Rcdo-xpotentiulmessungeii wurden in der Weise ausgcfiihrt, dass

ich die Zeitcn beslinuute, wo das Potential dcs Systems einer Reduklion

des .^fethyienbIau3 von ctwa 30 %, 40 %, 30 % usw. enlspracb. TabcJlc 10

u. 20 zeigcn die Ergcbnisse dieser Potcntialmessungen.

Berechnung: des Chinhydrons O.uiX)! Volt. pH der Veibel-Losung 2,W.

Uei 37® ist das des Chinhydron*Veibel-Halbelemenls O,C00I— O.oeiS.

.2,W = 0,wt!} Volt.

Nach Fig. 3 S. 71 ist das £„ des Methylenblau/Leukomethylenblau bei

pH 7,02 = 0,005 Volt, bei pH 7, IS =0,000 Volt.

Bei 30/oiger Oxydation ist also das Potential bei cinem pH von 7,02

O.JCi— 0,005 = 0,500 Volt, bei pH 7,18 0,565— 0,000= 0,565 Volt.

Von diesen beidcn Potentialen ausgehend, berechnct man mil Hilfe von

Tabelle 1, S. 15, Leh.ma.nn' (1930) die Potentiate dec verschiedenen Redox-

Quoteu Fig. -1, S. 73. .Mit Hilfe der obigen Kurve wird der Prozentsalz

der Oxydation fur die abgele.senen Potentiate ermittcll.

FQr die endgultige Berechnung wird nur der Teil der Kurve verwendet,

der in der Hauptsache gcradlinig verlauft. Dies u. a. deshalb, weit bei

mehr waagerechtem Kurvenverlauf die Fehler der aus der Kurve erhat-

lenen Zeiten relativ grosser sind.

V^crlangert man die Kurve uber ihren Anfang hinaus, so gehl diese Linie

nicht durch die Origo. Es vergeht also eine ge\vi.s5e Latenzzeit, bis die

Reaktion ihre voile Geschwindigkeil erreichl hat. Den Grund dcssen

kennen wir nicht. MOglicherweise vergeht eine kurze Zeit, ehe die Bs an

das Enzym adsorbierl ist.

Zur Berechnung wird nur die Kurvenslrecke beispielsweisc zwbehen

20fsiger Reduktion und 30?aiger Reduktion ausgewertet, denn bei der

Fs-Hydrierung bfginnt der V'ersueb bei ctwa bOJiiger Reduktion, Da-
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Vergleielit man den prozentualen Calciumverlust bei Kost 4
mit dem bei Kost 1, 2 nnd 3, so findet man keine Zunabme des

Verlustes im Verbaltnis zu Kost 1 nnd 2, -wohl aber eine Ab-
nahme — Differenz= 6,6 ± 3,24% — im Verbaltnis zu Kost 3.

Da Kost 3 -weniger Faser enthalt als Kost 4, ware das Umge-
kehrte zu erwarten gewesen. Mit der Weizenkleie wird der Kost
indessen eine grossere Menge Vitamin und zugefiibrt. 1st

die -weiter oben als Tvahrsebeinlieh bezeichnete Annahme riebtig,

dass diese Vitamine die Menge des Pakalcaleiums berabsetzen,

so erldart sicb damit die bei Kost 4 gefundene Menge Pakal-

caleium im Vergleieb zu Kost 3. Dass Vitamin B^ nnd B„ —
Oder, eines von ibnen — die prozentuale Menge des Pakalcaleiums

senken, bestatigen die oben naehgewiesenen Differenzen. Die bier

angefiibrten "Werte zeigen aucb, dass 35% Weizenkleie in einer

Kost den Calciumverlust mit den Faeces nieht erbobt.

Bei einem entspreebenden Vergleieb der bei den Kostmi-

sebungen 1—4 erbaltenen Magnesiumwerte findet man eine

siebere Zunabme des Pakalmagnesiums— 10,8 ± 3,69 % — wenn die

Kost mit 35 % Weizenkleie versetzt wird. Dagegen ergibt sicb kein

Untersehied zwiseben der prozentualen mit den Faeces ausgesebie-

denen Magnesiummenge bei Kost 3 und derjenigen bei Kost 4,

Mit Weizenkleie zugefiibrtes Magnesium veranlasst also keinen

grosseren Verlust mit den Faeces als die entspreebende Menge

Magnesiumoxj’^d bei einer faserbaltigen Kost. Die Zunabme des

Pakalmagnesiums bei Kost 4 im Vergleieb zu Kost 1 diirfte also

durcb die Zellulose der Weizenkleie bedingt sein und niebt daran

liegen, dass die Auslosung des Magnesiums aus den Weizenkleie-

zellen ersebwert "ware.

b. Im Organismus verhleibendes Calcium und Magnesium,

Mit dem Harn werden bei diesen Versueben prozentual ziem-

licb kleine Mengen Calcium und Magnesium ausgesebieden. Die

Calciumausscbeidung im Harn ist ^ 5 % der aufgenommenen

Menge, die Magnesiumaussebeidung ^ 10 % . Die Calciummenge,

ausgedriiekt in Prozent der aufgenommenen Puttermenge, ist bei

den Kostmisebungen 1—6 praktiscb dieselbe. Infolgedessen wird

die prozentual im Organismus verbleibende Calciummenge im inn-

gekebrten Verbaltnis zu den Pakalcaleiumwerten wecbseln, Ent-

spreebendes gilt fiir den Magnesiumstoffwecbsel. Wenn eine

grossere Menge dieser klinerale mit den Faeces ausgesebieden

wird, regelt der tierisebe Organismus den Stoffwecbsel so, dass
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Fig. 6. Bs-Dchydricrung bci pH 7,IS % rcduzicrics Mclhylonblnu,

1 ohnc Mnlonnt. II mil Mnlonnl.

Grnd dcr llcninuing X %,

X.l 1

100. b

100 (m — b)

Die Malonatliemmiing der Succinodehydrogcnase bei dem an-

gcgebenen Vcrsuch ivird dann bereclmel. Aus Fig. 5. ii. 0- cr-

gibt sich foIgende.s: Bs-Dcliydrierung. A (20 %

)

= 3,w Minulcn.

B (38 % )
” 5,’^i Minuten. B—A= 2,so.

A' (80 %

)

— 4,r, Minuten. B' (42 % )
— 9,aj Minulcn. B'

—

A'—

Die Bs-Dcbydrierung wird von Malonal um 45 % gehemmt.
Die enlsprechcnden Werlc dcr rumarsuiirehydrierung sind:
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luihcii. wiihrond die init Kost, 5, 6 uiul Wcizenkleie 1% Fisch-

lebcrtran peruKertcu I?nt<en nicdripere Wevte aiiiVeisen. Da-
jiejrcn ist dio Diohte dcs Knochens — wonn man daninter den
prozcntualen (’al<.‘inm"elinlt dcs Knocliens vcrstelit — bei Kost
1 am huclislon. boi Ivos( 2—G im Vorbiiltnis zuoinandei’ z\var

•,doieb. docb im Vorbiiltnis zn Kost 1 nicdn<rcr, nnd am gering-

sten bei den Tieren mil Weizoiddcic -- 1 Fiscblebertran. Es
darf hior vielleiebt crncut. darauf bingewicsen Y-erden, dass der

Calciiungebalt der KostmiseJumgcn — 2,n mg pro 1 g an der

Lnft getroeknete Kostmisehung — niedrig ist. Die Tiere diirfteii

daber gewisse Scbwierigkeiton baben, ihrc Depots aiifzufullen.

Diese Sebwiorigkeiten erbbhen sioh noeh fiir die mit ^Yeizenkleie

-f Fiscblebertran gcfultorten Eatton. da dor Calciumgebalt ilires

Futters niir 0.s:2mg pm g an dor Lnft gctrockncte Kost betriigt,

also nnr UP”,! dc.s Cnlcinmgebalte.s der iibrigcn Ko.stmi.scbimgen

gloicbkommt.

Dio init Kost 2—1 gofutterton Tioro sind, miteinander ver-

glic-bon. wiibrend dos Waebstumsvcr.sucbo.s gleicb gut gewaebsen,

im Vorgloie.b ?,n don Tieren mit Kost 1 bcssor. Die geringere

Caloinmdiobtc dor er-storen Ticrc durftc sick folglicb so deuten

brnsen. dn.ss dn.s V’nobstnm rclntiv scbncllcr war als die Calcium-

anfspoicborung im Skolett, wiilircnd dic.sc Anfspeicherung bei

Kost 1 gloiebcn Sobritt mit dom V'ncbstum gcbaltcn bat. Bei

Jvost r> ii7jd G .sijid die Tiere nie.bt sliirker gc\vacb.sen als bei

Kost 1. dock zeigon ilirc Femnrn cine geringere Calciumdichte.

Da.ss cine nnr aus Weizonklcie -}- 1 ?(> Fiscblebertran bestehende

Kost einen .sowobl ab.solnt als prozonlual niedrigen Calciumgebalt

<les Fenuir orgeben wiirdc, war zu orwarten, aueb wenn das Wacbs-

tnm langsam war. Dio Znfubr von Calcinm mit der Kost ist

niedrig nnd dor Vorlnst mit den Faeces betriicbtlicb.

Die Caleinmretention bei Fiit toning mit den verschiedenen

Kostmisehnngen ist toils in I’rozcnt der anfgenommencn jMenge

dic.se.s- Minerals, teil.s in mg wiibrend dcs Bilanzversuches (4

Wochon) retinierten Calciums bcreclinet worden (Tab. 37).

Die im Organisnuis verbliebenc Calcinmmenge ist fiir die Tiere,

die zusiitzliclics Vitamin B (Kost 2) erhielten, sowobl absolut als

prozentnal grosser als bei den Tieren mit einer Kost oline diesen

Zusatz (Kost 1) Oder mit 2,\% Pascr in der Kost (Kost 3). Die

mit Kost 3 gefiitterten Ticrc haben eine liobere Calciumdichte

der untorsuchten Fenuiraj man kann also eine bessere Fiillung

dor Calciiundepots annebmen, wodurcli sicli die geringere Keten-
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such wurde (He .Malonathemmung aus der Umsetzung von 29 ?o

his 60 (bzw. 71 fo bis 40 ?o berechnet.)

Die obitjen Versuche zeigen also, class (innerlialb tier Fehlcr-

grenzeii) die Mcdonsdure einc ungefdlir gleich starkc Hemmung
aaf Bs-Debgdrierung and Fnmarsclurehydrierung ausabt.
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TABELLE 38.

Kost Durchsclmittl. Magnesium- Magnesiumgehalt in 9^

gebalt pro 1 Femur (mg) des Knochengewichts

Weibcben Manncben (getrocknet)

1 0,70 ± 0,05C 0,87 0,1G ± 0,011

2 2,20 ± 0,088 2,80 0,47 ± O,009

3 1,88 dii 0,074 2,57 0,40 ± 0,017

4 2,03 ± 0,119 2,29 0,48 ± 0,032

5 1,G2 db 0,097 2,05 0,41 ± 0,004

G l,Gli0,0C9 1,80 0,45 ± 0,011

Weizenkleie + 1

Fischlebertran 1,00 ± 0,014 0,30 ± 0,04G

Der Magnesiumgehalt der Femura (Tab. 38) ist absolut und

prozentual bei den Tieren niit Kost 1 am niedrigsteii, welclie

Tiere die hbcliste Calciumdiclite zeigen. ^\enn auch der Magne-

siumgehalt des Skeletts nielit dieselbe Bedeutnng bat \we der

Calciumgebalt, so diirfte docb der niedrige Wert des Magnesiums

in den Femura der Fatten mit Kost 1 eine kleinere Gesamtmenge

Magnesium im Organismus anzeigen. Dies wiirde seinerseits dann

die hohe prozentuale und absolute Magnesiumretention der Tiere

mit dieser Kost erklaren (Tab. 39). Es selieint ein gewisses, wenn

aucb nicbt absolutes gegensatzlicbes Verbaltnis zwiscben der im

Knoebensystem gespeicberten Calcium- und blagnesiummenge zu

bostcliGii.

Der folgende Versucli zeigt, dass aucb die ]\Iengen des retinier-

ten Calciums und Magnesiums in gewissem Grade zueinander im

umgekebrten Verbaltnis steben. 4 Gruppen von je 3 Eatten-

manncben, die vorber eine calciumreicbe Kost (etwa 10 mg Ca

cium pro g Troekenkost) bekommen batten, werden in verse iie

denem Alter auf Kost 1 gesetzt. Man bait sie dann 4 Woclien

in Stoffwecbselkafigen und untersucbt wabrend dieser Zmt die

Calcium- und Magnesiumbilanz. Die Ergebnisse sind in ig.

und 4 grapbiseli dargestellt. Man findet, dass bober Calcium

retention eine niedrige Magnesiumretention entspricbt, un um

gekebrt. Es ist zu erwabnen, dass die Tiere in alien dieseii a en

eine Kost mit suboptimalem Vitamin-B-Gebalt bekommen la en.

Man kann aucb feststellen, weleb grosse Unterscbiede die

Retention dieser jMinerale zeigt, je nachdem, in v e c lem ei

die Tiere auf diese Kost gesetzt werden. Mit zunebmendem A er

fallt es der Ratte scbwerer, das Calcium einer Kost mi nie r

gem Gebalt an diesem Stoff auszuniitzen. Dies ware ei . ein
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Sloffwcclisels in vivo vorkommen konnen. Eine Unlcrsuclmnp
dc.s Einflusses der Bs auf den Darin in vivo diirfte sicli dalior

eriihrigen. — Dagcgen wird der Herzmuskel durch sclnvaclicrc

Succinatkonzcntrationen (n/25—n/50) beeinfiussl. Anch diese

Konzcnlralioncn diirflen jcdoch in Sloffweclisclversudien nichl

crreicht wcrden. Es kann indcsscn angezcigl scin, die Roaktion

dc.s Krcislanfapparatcs l>ci Einverlcibimg von Bs zu iniler-

suchen, and zwar am so mebr, als in Vorversacben bei inlra-

ventiscr Injektion von Natriamsaccinat vcrslilrkle Almang fcsl-

geslelll Avarde.

Metliodik: Die Atmung Avurdo durch cine in die Trnchea cingcleglc Y-

IhShro rogistriert, deren cincr Schcnkcl an cine Marcyschc Knpsel angc-

scldossen war. Der Dnick ini rcchtcn Vorliof wurde durch cine Innge Glas-

kaufilc regislricrl, die aus dcr V. jugularis in den rcchtcn Vorhof hin-

abgcfiihrt wird. Diese Kanfde Avird mil cincm Wassernianomclcr mil

Schwimmer verbundon. Dcr arlcricllc Druck Avurdc in der Rcgcl mittcls

eiuer T-Kanfile in der Art. fcmornlis gcnic.sscn, die an cin Membranmano-
meter angcsclilosscn Avurde. Anlikoagulans; Bcnzocchtrosa, das bckarinl-

lich den Krci.slauf nieJit bccinfhi.s.st (Kahlsov u. Landbv 1938). Vcrsuchs-

tierc: Hnndc und Kanincbcn.

Bci Vcnsaclien an Hunden mil Messang dcs Arlcrien- und
Voriiofdrucks rief inlravcnose Einverleibang von B.s Ein-

.schrankang der licrzirdigkeit mil gesleigerlem Vorbofdruck und

gescbAvachlem Arlcriendrack liervor. Die B.s-Menge, die zur

Erzielung dicser Wirkung notAA’cndig AA-nr, Avecb.selte stark, ver-

mallicli Avegen der Iletcrogenibll dcs Tiermalcrials. Da es un-

indglicb AA'ar, iiier cin homogenes Ticrmalcrial zu crlialtcn, ging

idi daza iiber, mil Koninchen za arbeilcn.

Bei infravenoser Injektion von 80—90 ml Natriumsuccinat

(2,6 %ig) mil eincr Geschwindigkeit A-on 1 ml/Min, vergrosserte

-sich die Atmungsamplilade, AA-fihrend die Almung.sfrequenz nur

Avenig, der Vorhofdrack and der arlerielle Druck gar nicht be-

einflasst AA'urden. In AA-iederholfen Versuchen Avarde festgesteUk

dass intravendsc Injektion A'on 20 ml/kg KorpergcAA'icht dieser

Succinatlosung mil dersclben GescliAA'indigkeit die Herztatigkcit

unbceinfla.sst licss (durch Arteriendruck und Vorhofdrack gc-

messen). Die leichle Senkang des Vorhofdrucks AA-fibrcnd dcr

Succinatinjektion in einigen Versuchen diirfte auf der ver.stflrk-

ten Atmung beruhen.

• Ausserdem Avurde die Bs-Menge errnitlelt, die zugcfuhrt Aver-

den muss, .damit die Herztatigkcit bcelnfla.s.st (eingeschrunkt)
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sigiiifilcant. Die niit den Ideiehaltigen Kostiniscliungen gefiitterten

Tiere zeigen eine geringere absolute IMagnesiumnienge in den

Peinura, wenn das Putter ganz (Kost 6) oder teilweise (Kost 5)

wiinnebehandelt wird. Bei einer Kost A'on "Weizenkleie allein -j-

1 % Piscblebertran ist die in den Pemura aufgespeicberte klag-

nosiummcnge gering. Diese Kost ist von alien angewandten am
niagnesiumreichsten. Der Verlust mit den Pakalien ist jecloeh

ausserordenllicli hoeb; Avahrend des BilanzA'ei’suches iiberschreitet

er die j\Ienge des mit der Kost zugefiilirten IMagnesiuras.

Der jMagnesiumgebalt des Skeletts ist, AA'ie bereits angedeutet,

im Vergleich zu der in gCAvissen anderen Organen A’oriiandenen

Menge nicbt sehr bedeutend. Aus den kleinen Unterschieden des

JIagnesiumgebaltes der Pemin*a bei den mit Kost 2—6 gefiitter-

ten Ratten diirfte man dalier keine sicheren Schliisse beziiglicb

der relativen iMagnesiummenge ziehen konnen, AA'eIcbe die Tiere

bei diesem Putter gespeiebert baben. Dock ist zu beacbten, dass

die jMiltehverte soavoIiI des absoluten als des prozentualen Mag-

nesiuragelialtes bei den Tieren mit Kost 2 und 4 am liochsten sind.

Diese Tiere erhielten das meiste Vitamin B. Sie haben aucli (A’gl.

oben) eine A'crhaltnismassig grosse ^lenge Calcium im Organis-

mus zuruekgebalten. Bei der hohen Vitamin-B-Zufuhr tritt also

kein gegensatzliclies Verhiiltnis ZAviscben den im Skelett aufge-

speicherten Calcium- und Magnesiummengen in Erscbeinung.

TABEfXE 39.

Kost III! Organisnius verMie-

benes Magnesium (mg)

1

2

3

4

b

(>

Weizenkieie 1

Fiselilebertnm

198 ± 33.0

152 ±31,2

123 ± 33.6

138 ± 13.8

71 ±49,1
— 33 ± 39,5

— 159 ± 99,9

Im Organismus verbiiebenes

Magnesium in der auf-

genommen Menge

24,6 ± 3,98

18,3 ± 3,48

12 5 ±4,10

16,1 ± 1,29

0,8 ± 5,08

— 3,9 ± 7,11

— 6,7 ± 3,79

Die wfihrend des BilanzA^ersuches A^on den mit den A’^erschie-

denen Kostmischungen gefiitterten Tieren retinierte Magnesium-

menge ist teils in Prozent der aufgenommenen Magnesiummenge,

teils in mg berechnet AA'orden (Tab. 39).

6 — Borgstrom.



82 SVEN FORSSMAN

Fig. 7 wiedergegebcncn Ver.such eine crheblich geringere Flussigkoilsuu-nge

injizierl als in den Versuchen mil 2,C?5iger Succinatldsung. — Die slarkcre

Bs-Losung ist hyperlonisch. Dies durfle indessen fiir die geftmdene Wir-

kung ohne weseulliche Bcdeulung sein.

Die geschilclerten Versuche sageu nichl.s Tiber die Ursache

dieser Bs-Wirkung auf das Herz. Es lassen sich diesbeziiglich

mehrere Hypothesen aufstellen, doch liegt diese Frage ausser-

halb des Rahmens meiner Untersuchung, weshalb ich sie offen

lasse.

Intravenose Injektion von Bs {als ?^Uitriumsuccinat) bewirkl

in kleinerer Dosis (0,33 g Bs/kg Korpergewicht mil 0,oig g

Bs/Min.) eine leichtc Vertiefling der Atmung, ohne den Kreis-

kiuf zu beeinfliissen. Grossere Dosen (l,i—2,3 g Bs/kg Kdrper-

gewicht mil 0,o7—0,u g Bs/Min.) schwdchen die Herzleistiing,
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6) Bei einer Kost axis reiner Weizenkleie + 1% PiscUeber-

traii ist cler Calciumverliist mit den Faeces annabernd gleich

der anfgenommenen Calcmnimenge. Das Pakalmagnesium liber-

schreitet wahrciid der Versiichsperiode die mit der Nabrung zu-

gefiihrte Slenge. wesbalb die Tiex’e eine negative Maguesitim-

bilanz zeigcn.

C. Der Einfluss der Erhilzung auf das Vitamin

der Weizenkleie.

In der Einleitung warden Versuebe referiert, die gezeigt bat-

ten, dass der Vitamin-Bj-Gebalt des Brotes beim Baeken nicbt

odor nur nnbedeutend abnimmt. Dock iiat man in der Kruste

eineri niedrigeren Vitamin-B,-Gelialt gefunden als in der Ki-ume.

Da das Vitamin B, der Ivleie einer ibrer wertvollsten Bestandteile

zu sein scbeint, ist eine Untersucbung des Einflusses, den die

Erbitzung auf den Gebalt der Ivleie an Vitamin Bj ausiibt,

angezeigt.

TABELLE 40.

Vitamin-B-freie Kost

Reissttlrke 100 g

Vitainin-B-freies Kasein 55 >

Salzinisclning 15 >

Kokosfett 15 »

Fjschlebertran 40—50 mg/Tag

Salzmischung

Katriumchlorid (KaCl) 52 g

Magnesiumsulfat (MgSO^) 116 »

Katriumphosphat (NaH.PO^, H^O) 104 »

Calciumphospliat (Ca(H,PO^)j, HjO) 162 >

Kaliumphosphat (KjHPO^) 286 »

Calciumlactat ^^0 >

Ferricitrat- ^5 »

Der Vitamin-Bj-Gebalt der Weizenldeie wurde ermittelt, in-

dem ich junge Ratten mit einer sonst Vitamin-B-freien Kost,

der taglicb eine gewisse Menge Weizenkleie als einzige Vitamin-

B-Quelle beigegeben wurde, fiitterte and das Wacbstnm der

Tiere bei dieser Kost beobacbtete. Die Zusammensetzung der
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1940), zum andcrn dcr Umstnnd, dass dicsc Rs-Ausscheidun” nnch p.nrcn-

Icraler Zuftihr voti Mnlonsaure zutiimmt (KnKn> ct. al., 1938).

Ausserdcni linl man untcrsucht, wic Ztiffihninp von Rs in vivo gcwissc

andcrc Sloffc beoinnussl. Die CilroncnsdurcansschcUluup mil dcm Ham
vvird dtircli Ziifnlir von Rs Rc.stciRcrl (OnTKV-SsflTH 1937; Lilcraltir he:

MArtrn.'^SON' 1940, KnusiiJS 1940). — Dor GlykogetxgchnU dcr Leber slcipt

nacli ZufCihrung von Rs, nichl abor dcr fihrigcn gcsaltigten Dikarbonsuuren

von dcr Mnlonsaure bis zur Scbacinsaurc. Fumnrsiinrc, Apfclsfiurc iind

Oxalcssigsruirc baben dicsclbe Wirkung svie Rs (Ponsfoud «. S.MF.ni.r.Y-

Maci.kan 1932. Majeh u. Rni.sKEn 1933, SrOnn 1933, 19.38). Die Ausschei-

dung von Glj’kosc bei pblorizinvorginelcn Hiinden slcigl nach Vcrabfolgung

von Rs an (RtNCEn, FnANKftL u. .Toxas 1913). Dicsc Auloren sind anf

Grand ibrer Ergebnisse dcr Ansichl, lis kCmne Glijkose bilden nnd sidle

bier cin Inlcrnicdiarprodukl bci der Umscizung von Gbilnminsnurc, .Argi-

nin, Ornilin und Prolin dar. Die Zuffibriing von Rs bci Leberperfusion nift

cine Slcigcrung dcs Rlutznckcrs bervor (Ri.i.VESKnoxF.-MOi.LKn 1938). Dcr

Verfasser bat indcssen niebt konlrollicrl, ol) cincr dcr moglicbcrsvcisc bci

dcr Rs-Unisclzung gcbildclcn Melabolilcn (z. R. Furnarsiuirc) dwn die

Rlutznckcrbcstimmung storen kann. — Die Kinvcrlcihnng von Natrium-

succinnl per os bewirkl cine .slarkc Alknlosc (RtrcKKR-FnEV.snxo n. LiEiiicn

1938). — Wic aus dcm oben Gc.sagicn bervorgcbl, isl die Unnvandbing der

Bs in vivo svenig crfor.scbl.

Will man die normalc Umsetzunj' dcr iJernstolnsauro kennen-

lerncn, .so muss toils die Rs-Eliminalion, toils die Bs-Bildunf*

erforscht werden. Die Untcr.'xuchunrf der Bs-l^Iiminnlian mn-

fasst die Bc.statigung der oben rcfcrierlcii A^ersuebsorgobnisse,

dass Bs climiniert svird, Avorauf die Gosclnvindigkcit dicser

Elimination festgestcllt wird. Eerner Nvird untcrsucht, ob dicsc

Ffihigkeit, Bs zu eliminieren, cine Efihigkcit samtliclicr Cicwebe

Oder nur gewisser Organo isl. Dio Unicrsticluiiuf dcr Ra-Bilduntj

stcllt sicb folgende Fragen: Erfolgl normal cine Bs-BildungV

1st cine etwaige Frdiigkcit, Bs zu bilden, nur an gowi.sse Organe

gebunden odor besilzen .siimllicbo Gcu'obe des Korper.s dicsc

Frihigkeit?

Methodik.

Versnrbstiere: in der Regel Knninrben. in einigen I'sillen Kaizen. N'nr-

koseinittel: IJrelbnn. 1 g pro kg Korpergewiebt siibcntan, syfibrend der

Opcrnlion .Alber. Anlikoagnlans; Ile(>arin Vitriim. .Arlerielle Rbilprohen sviir-

den der .Art, feinoralis otler der Art. carolis eninonnnefi. Venenbliltjirobfu

nns versrhiedenen Orgnnen •.vurdcii mil der Injeklionssprilze naeli Pnnk-

tio!) dcr freipclegten Vene enlmunmen. Die Rs svurde milleh iniravenoser
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Fig. 5. Wachstum jiinger Ratten bei Vitamin-B-freier Kost mit Zusatz

von Weizenkleie (vgl. den Text).
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taglichen Zusatz von 5 y Lactoflavin (Hoffmann-La Roche) zu

dieser Kost, jedes Tier der Gruppe D2 Sy Aneurin (Astra).

Wie aus den in Pigur 6 wiedergegebenen Gewichtskurven her-

vorgeht, zeigen die Tiere mit zusatzlicliem Lactoflavin praktisch

keine Gewichtszunahme. Der Aneurinzusatz hingegen bewirkt ein

gates Wacbstum.

Lassen (1935) gibt an, bei einer im ubrigen gleicbwertigen

Kost mit Vitamin B, im tjberschuss sei das Wacbstum junger

Ratten dem Gehalt der Kost an Vitamin proportional, wenn
das Vitamin nicht im tjberschuss vorbanden ist. Die Tiere

der Gruppe D 2 waebsen ungefahr gleicb gut wie die Tiere der

Gruppen 3 A und 3 B. In 500 mg K. 170° ist also so viel

Vitamin Bj enthalten, dass die jungen Ratten bei dieser Menge
ebensogut waebsen konnen, als \venn sie einen taglichen Zuschuss

von 750 mg unbeh. K. erhielten. In samtlicben Gruppen A, B
und C bekommen die Tiere eine grossere Menge Vitamin B,, als

es zu ibrem Wacbstum notig wmre. Vitamin B, ist also im tiber-

sebuss vorbanden, und das verschieden starke Wacbstum der

jungen Ratten ist ein Ausdruck des versebiedenen Vitamin-Bj-

Gehaltes der Kost.

Zusammenfassung.

Wacbstumsversucbe an jungen Ratten baben gezeigt, dass das

Vitamin B^ der Weizenkleie durch einstiindiges Erhitzen auf 97°

nicht zerstort wird. Erbitzt man Weizenldeie hingegen 1 Stunde

lang auf 170°, so wird urspriinglichen Vitamin-B,-

Gehaltes der Weizenkleie zerstort.
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Aus praktischen Griinden kann sidi cine erste Unlcrsudning
mir auf wenige Organe dcs Korpers erstrecken. Die Organe,
die nadi dcr bisherigen einsdiliigigen Literatur (sidic v. Euler
1934, S. 512, Breusch 1937 a) am meisten Succinodebydro-
genase enUiallen, sind Muskel, Herz, Niere, Leber «nd Him.
Herz und Leber lassen sidi aus tecbnisdien Griinden mit
dieser Melbode sdiledit untersueben. Die Unlersudning dcr
arlcrio-venosen Differenzen bci dcr Bs-Elimination umfassl
daber nur Muskel, Him und Niere. Aus praktisdien Griinden

isl es sdiwicrig, alle Organe auf ibre Fabigkeil, Bs zu dimi-
nicren, zu unlersudien. Es werden daber mit wcdisdndcr Tedi-

nik nur gewisse Gruppen unlcrsudit, bis man fiir ein oder

einige Organe cine Bs-Eliminalion feslstdll, die derjenigen dcs

ganzen Tieres enlspricbt.

Um cine inoglichst konslantc Eliminalionsgescliwindigkcit wahrciid dcs

Vcr.suches 7.u crziclcn, wurdc die Bs durch inlravcndsc Injcktion init kon-

slanler Injcktionsgeschwindigkcif svahrend dcr ganzen Vcrsiichsdaiicr {mit

dem Infusionsapparat) zugcfuhrf. Die Blnlprobcn wiirdcn crsl oinige Zeit

(elwa 15 .Min.) nach Bcginn dcr Injcktion cntnomnicn, damit sicli die

Hs-Konzcnlration im Organi.sniu.s inzwisclien ausgleichcn konntc. Die

Daiicr dc.s Konzcntrationsaii.sglciclis ist nichl cxpcrimcntcll fc-stgcstcllt.

Bci Vcrsiichen mil vcrscliicdcn langcr Zeit ffir dic.scn Ansglcich iiabcii wir

indc.sscn iin Prinzip dns-selbc Ergebnis crlialtcn. — Dio venosen und ar-

tcricllcn Biutprot)en wurden nach Moglichkcit glciclizcitig entnommen, zur

Tcclinik sieltc S. 8L
Die Tabellcn 22 und 23 vcrzcichncn die Ergebnisse solchcr Vcr.Micbc.

Diesc Ergebnisse zeigen, dass das Niercngciucbe zuyefufirte

}h mit weit yrosscrer Gcschwindirjhcil eliminicren kann als die

ilbrigcn untersiicldcn Gcwcbc.

TABELLE 22.

i

j Arl. enrolls

•/ Bs pro ml

V. jugularis

Plasma im Blul dcr

Art. caroU.s

i

!

1

V. fetnoralis •

1
3.59 334

! 1

37G ;

i

311 !

I
272 224 i 349 2G5

1

i

71 lOS 85 \

i 85 ; 75
I

: 70 ; r.i

I : 70 : r.7 *
i

’ Die Bliifprobe narh 2.3 Minuten Surcinatinjektion gctiommrn.
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wicht uiid Bezeichnung der Versucbspersonen sind aus Tabelle

41 ersichtlich.

Die Grundkost hatte bei den Stoffwecbselversucben folgende

Zusammensetzung : 350 g Zucker, 250 ml fette Saline, 50 mg
Ascorbinsanre, 2 mg Anenrin (Astra) und 1000 ml destilliertes

Wasser pro Tag. Diese Menge liefert etwa 2300 Kal. Die Ver-

suclispersoiien verzehrten die Grundkost teils allein, teils mit zu-

satzlicber Weizeiikleie.

TABELLE 41.

Versuchsperson

(Bezeichnung)

Alter Gewicht

]M 1 28 Jahre 81 kg

M 2 32 > 89 »

F I 26 » 56 >

F 2 26 » 60 .

Die fiir diese Versuebe verwendete Weizenkleie war nicht von

denselben Partie, die fiir die bisher besebriebenen in vitro- und
Tierversucbe gebraucht worden war. Doch war es Kleie, die bei

gleicher Ausmahlung nach Abscbeidung von 80% Mehl erhalten

worden war, und sie war ebenso behandelt worden. Ibr Gelialt

an den bier zu untersucbenden Stoffen sowie an Robfaser ist

aus Tabelle 42 zu erseben. Die Stiekstoffmenge ist dieselbe, der

Magnesiumgebalt etwas holier und der Calcium- und Robfaser-

gehalt etwas niedriger als in der friiher verwendeten Kleie

(vgl. Tab. 11).

TABELLE 42.

Weizenkleie

(An der Luft getrocknet)
o/'

Stickstolf 2,3G9

Calcium 0,079

Magnesium 0,480

Rohfaser 9,3

Die Weizenkleie wird in feiner Schicht auf Bleeben ausge-

breitet und 1 Stiinde lang teils auf 97° (= K. 97°), teils auf

170° (= K. 170°) erbitzt. Bei Brhitzung auf die erstgenannte

Temperatur ist der Wasserverlust nicbt so gross, dass eine

mengenmassige Veriinderung der in der Weizenkleie entbaltenen

Stoffe hatte festgestellt werden konnen. Bei Erbitzung wabrend
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TABELLE 2i.

7 Bs/ral Plasma

.Vorraahvert 0

Vcnenblut 90 .Minuten nach

der Bs-Zufulir 82 ‘

.\rterienblut 90 Minuten

nach der Bs-Zufuhr 88'

Kanitichcn, 3,0 kg. Perfusion des Hinlerkorpers. Urcthan 1 g/kg. Ge-

wiclit des Hinterkdrpers 1,0 kg. Perfusionsflussigkcil 175 ml Ileparinbliil.

Zusalz von 31,2 mg Ds zum Blul.

Die Bs verleill sicli verinullich nicht gleiclimassig uber das Hinlerkorper-

praparat. Fur gewisse Gewcbe, so Knocbcn- und Knorpclgewebe, diirfle

die Diffusion ausserst goring sein. Bi.i.\ENKHONE-M0LLEti (1038) gibl an,

cin Hinlerkdrperpraparat beslehe zu ehva 50 % aus Muskeln, Logon wir

dic.se Zahl zugrunde, so wurde sich in unserem Fall die zugcselzle B.s auf

500 g Gewebe + 175 ml Blut vorleilen, was 10,2 Bs/g Gewebe onlspricht.

Boi Abscliluss des Vcrsuclis war die Bs-Konzeniralion des VonenbUilos

82 yhnl Plasma.

Aus clieseni Versuch lasst sich nicht eutscheiden, oh die Mu.s*

kulatur * langsam Bs uinselzen kanu oder nicht. Die arlerio-

venose Differenz ist auch zu klein, uiu diese Frai(e beantworlen.

.^bnlicbe Perfusionsversuohe wurdon mil Lobor gomachl. Dior sinkl

auch tlie Bs-Konzentralion des Blules nach Zufuhrung von Bs so laiig-

sam, da.ss dor „.\usgleichwerl" iin Laufe dcs Versuchs nicht erreichl wurdo.

Die Vorsuchsdauer darf boi Perfusionon iucht fiber 2 SUmdon botragen

(Bli.xenkuo.ve-.MGi.leu 1938). Mil dieser .Metiiodik lasst sich also nicht

eutscheiden, oh die Leber eine geriiige Frdiigkoil besitzt, inlravends ein*

verloibte Bs lunzuselzea oder nicht. —

Bei Versuchen niit von der Leber gebildeler Bs i.st die Elinii-

nationsfahigkeit diese.s Organs au.sserst gering. Vermindert man

bei Perfusionsversuchen itiit Leber die Sauerstoffzulubr, so

steigt der Bs-Gehalt des Perfusionsblutc.s. Dabei mu.ss ja utich

der Bs-(k*Iuilt des Gewebes gc-stiegen sein. Unler.sucht man bier

die B.S'Konzenlration de.s Perfusionsbiutes, so fiiidet man eiii

aus-serst lang.sames Absiaken.

‘ IK iiuoh Elimination von i:-Keloglulars.5ure heslimmt.

^ ilivT wird vim ..Muskulatur" gosprochon, doch konncu naturlich auch

aiidore Gewebe bei der Elimination der Bs eine gewisse BoUe spiclcn. w.da-

schcinlich jcdoch ist die.se von nnlergeordneler JkdctiUing.
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die Yersuchsperson nur eine der Kostmiscliiingen A— in einer

Menge, die etwa 2300 Kal./Tag lieferte, dazu die Kalorien, die mit

der Weizenkleie der betreffenden Misehung zugefiihrt werden

konnten. Die Kost wurde in vier etwa gleiclien Mablzeiten am Tage

eingenommen. Ein Versncbstag wnrde von 00 Uhr—24 Ubr ge-

zahlt. Die beiden ersten Tage jeder Piinftagesperiode dienten zur

Gewohnung an die Yersuchsbedingungen. An den drei folgenden

Tagen warden Harn und Faeces taglicb fiir sich gesammelt. Der

Earn wurde unter Toluol aufbewahrt. Um die Pakalien der ver-

sehiedenen Yersucbsperioden voneinander abzugrenzen, mussten

die Yersuehspersonen naeh der letzten Mahlzeit jeder Piinftages-

periode g Karmin einnehmen. Die Pakalien warden gewogen

und sofort bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Harn-

und Paeeesmengen warden berechnet.

TABELLE 44.

Versuchepereon Verabreichte Kost:

10 Tage 10 Tage

5 Tage 5 Tage 5 Tage 5 Tage

M 1 Kost A Kost 0 Kost B Kost A
M 2 > A » D » C » A
F 1 > A > C » B i A
F 2 « A » B » D T> A

5 Tage

Kost D

Tabelle 44 zeigt, wde sich die Kostmiscbungen wahrend des

Stoffwechselversuches verteilten. In der ersten Periode erhielten

die Yersuelispersonen rzuerst fiinf Tage lang die Grundkost und
dann eine Host mit Kleie. In der zweiten Yersuehsperiode wurde
dagegen zuerst die Kleiekost verabfolgt, dann fiinf Tage lang

die Grundkost. Die dritte Yersuehsperiode fiir M 1 umfasste nur

fiinf Tage mit Grundkost + verdauter Weizenkleie (Kost D).

Nur M 1 hat samtliehe Kostmiscbungen erhalten, die iibrigen

Yersuehspersonen nur drei.

Im Harn und in den Faeces warden Stickstoff, Calcium und

Magnesium bestimmt. Doppelproben warden stets ausgefiihrt. Der

kCttelwert der bei den verschiedenen Kostmiscbungen pro Tag

ausgesehiedenen Menge der betreffenden Stoffe teils im Harn,

teils in den Faeces, ist berechnet worden. Bei Kost A griinden

sich die Werte auf Analysen aus zwei Piinftagesperioden (je 6

Werte fiir Harn und Faeces pro Stoff und Yersuehsperson) ;
bei

den iibrigen Kostmiscbungen nur auf eine Piinftagesperiode pro

Yersuehsperson (je 3 Werte fiir Harn und Faeces pro Stoff).
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nahernd ausgeglichen (siehe Tabelle 22). Es isl also wnhr-
schcinUch, dans die Nicren Bs umsetzen. Es ist inoglich, dass

die Nieren in Anbelracht ihrer geringen Masse trolz ihrer gros*

sen Frdiigkeit, Bs schnell zu eliminicren, fur die Bs-Eliminnlion

des Organismus nicht so wesenllich sind, \vie z. B. die Musku-
lalur mil ihrer langsamen Eliminaiion, dafiir aber grossen

Masse. Um die Bedeutung der Nieren fiir die Bs-Eliraination

des Organismus in Erfabrung zu bringen, warden Eliminations-

versuche soforl nach Exstirpation der Nieren gemacbl.

Fig. 9. Bs-Eliminnlion nach SierenexsUrpation.

Kaninchen in Urcthnn-Nnrkose. Bs iniravenos injiriprl svrihrcnd .1 ?'t>-

nulen.

I. (Ziim VerglcicJj nngcgcfjfn.) Ohne NicrciicxsfirpaJion. hH.S mg U'

pro kg Korpcrgcsvlchl injirierl.

II. .lO Minulon narh Nieri-ncxstirp.iUan G8,.« mg Bs pro kg Korpf-rgr's.ichl

injiriert.
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TABELLE 45.

Versuchsperson Menge der durchschnittl. pro Tag ausgeschiedenen

Faeces (Trockengewicht)

Kost A Kost B Kost C Kost D

M 1 9,1 g 20,4 g 21,4 g 18,1 g

M 2 8,7 > .31.6 > 19,9 >

F 1 G.S » 21,C » 16.C >

F 2 6,9 > 16.3 > 15,3 >

Mittelwert 1,8 g 19.4 g 23.2 g Irs g

Vergleichszahl 7,5 > 8,2 > 8,1 »

Zunahtno im Verhilltnis zu Kost A 11,9 > 15,0 > 9,7 .

Tag 2,2 g Faeces (Trockengewicht) ausscheidet. (Leiemann und

Jlitarbeiter (3893) geben Zahlen von Versuchen niit zwei Mensclien

an, die bei Fasten 3,8 g bzw. 2 g Faeces (Trockengewicht) ausschie-

den. Dass Kost A cine grbssere Kotraenge liefert, braucht jedoeh

nicht als eine Aiisscbeidung nnresorbierter Bestandteile der Saline

Oder des Zuckers gcdeutet zu werden. Nach Rieder (1884) steigert

die Verdauungsarbeit die ]\Ienge der Verdauungsfliissigkeiten, die

nur teilweise wieder resorbiert Averden. Dies erklart die grbssere

Fakalienmenge aucli bei leicbt resorbierter Kost.

Siimtliclie Versucbspersouen seheiden bei Kost B nielir Fiika-

lien aus als bei Kost A. Die Avolilbekannte Fiihigkeit der Kleie,

die Faecesmenge zu steigern, tritt bier deutlicli in Ersclieinung.

Von den beiden Versucbsper.sonen, die sowobl Kost B als Kost

C erhalten liaben, zeigt die eine eine leiclite Zunabme, die andere

eine Abnabme der Kotmenge bei Kost C. Vergleicht man wieder

die Kotmenge bei Kost B und D, so sielit man, dass die beiden

Versuehspersonen, die soAVolil Kost B als aucli Kost D erhalten

haben, bei Kost D eDvas Aveniger aussclieiden. Trotz Auslbsung

A'on 60% der Weizenkleiebestandteile in Kost D ergibt sicli je-

docli eine relativ grosse Menge Faeces.

Die Faecesausscbeidung der A’erscliiedenen Versuehspersonen

bei gleicher Kost wechselt stark. Der Mittelwert samtlicher Ver-

suchspersonen mit einer Kost diirfte jedoeh sicherer sein, als

der jMittehvert jeder einzelnen Versuchsperson. Da nicht samt-

liche Versuehspersonen s'amtliche Kostmischungen erhalten haben,

lassen sich die Mittelv’erte der einzelnen Kostmischungen nicht

direkt A'ergleichen. Es ist daher eine sog. Vergleichszahl einge-

fiihrt Avorden. Unter Vergleichszahl Amrstehe ich hier den Mittel-

AA'ert der Kotmenge, die bei Kost A Amn denselben Versuchsper-
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Das Ergebnis dieses Versuches raacht es wahrsclieinlich, dass
iiach Zufuhr voii Bs die «-KeloglutarsaiirekoiuenlraUon des
Blules gesteigert wird. Diese Versuche werdeii fortgesetzt imd
in einer spaterea Arbeit erorlerl.

Fur die Bs-Elimiiialion des Organismus sind die Nieren iwt\

vorherrschender Bedeiilung. Die Bs wird hier grossteiUeils am-
gesetzt. Die Harnausscheidimg belunft sick aiif Iwchsteus 5 .‘S

der zugefubrten Meuge Bs. Die Leber kuiin wahrsclieinlich

Bs mit geringer Geschwindigkcit umsetzen. Ob Muskiilutiir

iind Gehirn mit sehr geringer Geschwindigkeit oder gar nicht

Bs umsetzen konnen, Idsst sich mit dieser Metliodik nicht ent-

sdieidem

Die Bs-Bildvmg des ganzen Tieres.

Dass der Organismus die Fahigkeit besit/t, Bs zu eliininieren.

beweist noch nicht, dass normal eine Bs-Umsetzung und
damit eine Bs-Bildung crfolgt. Dass Bs normal in den Geweben
vorkommt und dass Bs normal mit dern Harn ausgeschieden

wird, kann indessen anzeigen, dass die Bs ein Glied des nor-

malen intermediaren Sloft'wechsels isl.

Theoretisch gibt es zwei Moglichkeilen I'iir eine clwaige Um-
wandlung von Bs. Bs kann in einem Organ (oder melireren Or-

ganen) gebildet und in einem andercn climinierl werden. bt

diesem Fall diirfte die Bs mit dem Blule vom Herstellungs-

zum Eliminalionsort gebracht werden. Stoffe, deren Uniselzung

in vivo wahrsclieinlich nach diesem Prinzip vor sich geht, sind

z. B. Acetonkdrper und Citroncnsaure. Die ersteren werden

grdsslenteils in der Leber gebildet und hauptsachlich in der

Muskulatur eliniiniert (Litei-atur siehe bei Bli.KENKUONE-MGl-

LEii 1938). (atronensaure wird wahr.scheinlich in den Muskeln

gebildet und hauptsachlich in den Nieren eliminiert (Lileratur

siehe bei ,\L\nTENSSO.\ 1910). — 'Die zweile Moglichkeit ist die,

dass Bildung und Elimination der Bs in einem und demselhen

Organ sich vollzielit. In diesem Fall hat der Blulkreislauf an

der Bs-Unisetzung keinen .\iiteil.

Wcnii die Bs-lUldun;; iu eiiieni Oryan (uder in luehrercii) staUfiiHiid

und die Uni.>>elzung an anderer StcJle im Orgiinisinus, io mus-t die'i sicii

auf zweierlci Wei.se oxperiincnlell fcsKstellen lassen,

I. Da.s Venenhlul des Hs-hiidendcn Organs imiM einen hwhert-n IJs-

Gfliult hiilien ah das arterielie lihit. IJie gefundeuen Norinalwerte fur den

Bs-Gfliait des Veiienblules f.S. Hd) /.eigen keiuc .solcUe Oiffereiu an. IHr

Unlerschied kann iiuiessen innerhalb der Felilergreiuen der Melhode
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urspruugliclien IMenge verdant worden ist, liefert im Dureli-

sclmitt eine Zunahme der Kotmenge, die nur um 8% unter der

von der entsprechenden Menge niclit verdauter ‘Weizenldeie ver-

nrsachten liegt. Bci Vcrzchr vo)} Klcic vcrnrsachf also die Zelln-

losc den grossfen Tcil der dahei zu hcohacidendcn Zunahme der

Kotmenge.

B. Der Sticksloffumsatz.

Der Stickstoffumsatz wurde dadurch untersuclit, dass ich die

Stickstoffmenge bestinimte, die niit dem Ham und den Faeces

bei den verscliiedeiien Kostmiseliungen, deren Gehalt an Stick-

stoff bekannt ist, ausgeschieden werden. Der Stickstoffverlust

durch die Haut ist vernaclilassigt worden.

1, Der StickstolTrerlust mit den Faeces.

Tabelle 46 zeigt den Stickstoffverlust durch die Faeces im
I^Iittel pro '\'ersuchsperson und Tag bei den einzelnen Kost-

misciuingen. Die Stickstoffmenge ist in mg angegeben.

TABELLE 46.

Versuchsperson

Kost A

Stickstoff in

Kost B

den Faeces

Kost C Kost D
M 1 496 mg 711 mg 934 mg 618 mg
M 2 337 > 1141 > 560 >

F 1 438 » 646 > 722 >

F 2 404 . 502 > 567 >

3Iittelwert 419 rag 620 mg 932 mg 582 mg

Yergleichszahl 446 » 424 » 412 >

Zunahme im Verhttltnis zu Kost A 174 > 508 > 170 »

Bei Kost A werden mit den Faeces im Durchschnitt 419 mg
Stickstoff pro Tag ausgeschieden. Diese Menge ist niedriger, als

sie Rieder (1884) bei einer stickstofffreien oder stickstoffarmen

Kost aus Starke, Zucker, Schmalz und "Weinstein fand. Riedek

untersuchte 3 Versuchspersonen; Versuehsdauer 3 Tage. Die

Faecesmenge war 13,4, 15,4 und 13,a5g pro Tag mit 0,5i bzw.

0,87 und 0,78 g Stickstoff. Dass Riedeb eine grossere Stickstoff-

menge in den Faeces fand, als sie in den. hier vorgelegten Ver-

suehe festgestellt wurde, diirfte darauf beruhen, dass seine Ver-

suchspersonen eine grossere Menge Faeces aussehieden.
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Dehydrierung. Der dabei aklivierlc Wasscrsloff ^vjrd in vitm
direkl aiif das Cytocbromsj-stcm ^ und von dorl aiif Sauerstoff
fibertragen. Die Bs-Elimination nnisstc sich demnach durcb
cine Vcnnindcnwg der Saiicrstoffzufulir hcnimen lassen. durcb
cine Ilcmmnny der Cytochromoxijdase (z. B, mil Cyanid) inui

durcb Hcmmung dcr SiiccinodeJujdrogenasc bcispiclsweisc mil
Malonat oder Pyrophosphal.

Vcrrninderle Sauerstoffznfuhr:

Kaninchcn in Narkosc ivic ohcn (sichc S. 84), Entnnhme der Hlnlprohe

zur Bs-Bcslimmung aus Art. carolis. Die Trachea wird frcigelegl, cs winl

cine Traclicalknnulc gclcgl und an cine Ptimpe zur kunsllichen .M-

iming angcschlosscn. Dutch eincn Sclmill ins Epigaslrium und cinen

klcincn Schnill ins Diaphragma wird dcr Tliorax croffncl, so dnss

die Bcwegungen des Herzens und dcr Lnngen ssTdirend des Versuches

dirckt hcobachlcl werdcn kunncn. Zu Bcginn dicscr Untcrsucliung

wurdc hci den Vcrsuchstiercn Anoxaniic liervorgerufen, indein die

Punipe so langc gcsperrl wurde, vie cs die Ticre vcrlragcn konnlen. Dann
vurde die kiinslUche Almung mil glcicher Pumpamphlnde tmd -fretpicnz

vie vur der Anoxfimie vicderaufgcnonimcn. Dadurch crgiM sich ein

Snucrsloffdofizit, das sicli nicht durch licfcrcs oder schncllercs Alnien (die

Atnning wird durch die Puinpe konslant gchidlcn) wcllniachen lilssl. —
SprUcr ging ich dnzu rd)er, die Amplitude der Atmungspuinpc so stark zu

senken, wic cs die Vcrsuclislicre aushallcn konnlen. Die fiir das Tier

gccignelc Verminderung dcr Sauerstoffzufuhr hcurleill man aus der Grosse

dcr .spontnnen Atmungsheu-egungen, der GrOsse dcr Lungenhewegungrn und

dor llerzfrcqucnz. Einc schr verlangsnmlc Prequenz zcigl den her.an-

nahenden Exitus an. Nnch cincr gewissen Zeil, wrdirend welcher Blut*

prohen zur Bs-Analyse onlnomincn worden sind, vird die Amplitude tier

.Almungspumpe wieder so vcrgrusserl, dnss dor .Snuerstoffhedarf des Ticres

voll befriedigt wird. Das Atmungszentrum isl beknnntlieh gegen unge-

nugende lalflung schr empfindlicb. Als Indikator fiir ausreirbende Saiier-

stoffzufulir dienen die sponlancn Almungsbewegungen. Wrnn diese prak-

liscb aufgcbort baben, in der Rcgel cinige Minulcn nacb der .Stcige-

rung der Saucrstoffzuruhr, kann man den Suuerstofn)edarf ties Tieres fur

l)cfriedigt anseben,

Es isl wiebtig, die Atnplitude der Almungspumpe nicht inehr zu ver-

grdssern, als notwendig isl, urn die spontnnen Alniungsbewegungeii ver-

sebwinden zu lassen. Eine zu slarkc Vcnlilalion kann binnen kurzens dani

ffdiren, dnss das Herz des Vcr.sucbslieres slelienbleibl. — Diese D'cbnik

hat den Vorleil, dnss sich die Verminderung der Sauersloffxufubr leiehl«-r

* Man glaubt neuerdings nachgeviesen zu baben, dass ein Ntoff den

Wnsserstofftransport zviseben Succinat/Succinodebytirogenase und Cyto-

chrom vennitleU (Hopkin.s, Lctwak-Mann u. Monnss 1939 tuni Sn:P.s ti

Mei-vick 1939. zitierl nacb Stki'.n I'JIO).
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(88%), SO bekommt man einen Begriff davon, welch grosse Be-

deutung die Erhitzung auf 170° unter diesen Bedingungen fiir

den Stickstoffverlust dureh die Faeces hat. Das Kosten steigert

den Verlust an Stickstoffprodukten dnrch die Faeces mehr, als

es die Zellulose der Weizenkleie tut.

2 . Die Stickstoffbiinnz.

Die Stiekstoffbilaiiz wurde als Unterschied zwischen dem mit

der Nahrung aufgenoinmenen und dem in Harn + Fakalien aus-

gesehiedenen Stickstoff bestimmt. Bei der geringen Stiekstoff-

zufuhr dieser Versuebe muss eine negative Stickstoffbilanz ein-

treten. Es ist daher zu erwarten, dass der resorbierte Stickstoff

in moglicbst grossem Ausmass fiir den Aufbau kbrpereigener

Substanz verwendet wird. Die Stickstoffbilanz, in Gramm aus-

gedriiekt, auf Versuebsperson und Tag berechnet, ist aus Tabelle

47 zu erseben.

TABELLE 47.

Versuclisperson Stickstoffbilanz

Kost A Kost B Kost C Kost D

M 1 — 3,80 g — 2,72 g — 3,49 g - 4,08 g
2 — 4,13 » — 4,76 » — 4,18 >

F 1 — 2,35 > — 1,48 » — 2,89 »

K 2 - 2,78 » — 2,52 » — 2,48 !>

Mittehvert — 3,28 g — 2,24 g — 3,71 g -3,58 g

Vergleichszahl — 3.00 » — 3,45 > — 3,59 »

Zunahme im Verhilltnis zu Kost A + 0,70 » — 0,20 > -r-0,01 V

Die Stickstoffbilanz der Kostmischungen B—^D, verglieben mit

derjenigen bei Kost A, zeigt:

1. Bei I^ost B eine weniger negative Bilanz bei siimtlicben

VersuchSperson en.

2. Bei Kost C eine weniger negative Bilanz einer Versuchs-

person (Ml), wabrend zwei Versuebspersonen eine starker nega-

tive Bilanz zeigen.

3. Bei Kost D unveranderte Stickstoffbilanz einer Versuchs-

person (M2), eine starker negative Bilanz einer anderen (Ml)

und eine weniger negative einer dritten Versucbspei’son (F2).

Fiihrt man aucb bier entspreehend wie oben Vergleichszahlen

ein und zieht die Vergleichszahlen von den Mittelwerten der be-

treffenden Kostmischungen ab, so stellt man folgendes fest:

7 — BorgstrSm.
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I'if,'. H. Iis-Koii:cntratian in Plasma bci uermituierler SaitiTstoff:uftibr.

Kaninchen in Urelhan-Narkose.

I. Verinindorung dcr Sauersloffzufulir wahrend dur ursitn 10,5 Mi*

nulen.

II. Venninderung dcr Sauersloffzufuhr wahrend der er^lcn .’il Mi*

nutcn.

Fall i.st der Us-Wert im Biule wahrend der Anoxamie annahernd unver-

anderl, unti er slcigt er.sl an, nachdeni wieder die voile Saiu'r.sloffzufuhr

einge.selzt hal.

Fine Moglichkeit znr Erklarnng der erslen Erscheinnng wiirdc mIioh

ln;i der lieichreihnng der Versuch-slechnik S. 90 vorgelcgl. Die Urwche

de.s Phanomens kann auch darin liegen, das bci Anoxatnie in den Gcwebin

schnell Bs gebildet wird, wahrend «lie Eliniinalion und die Diffusion ins

Bint langsam erfolgl. Dies kann e.s auch erklarcn, weshalh man hei der

lelzleren Technik bisweilcn crsl dunn cine Bs-Steigerung .siehl, nachdein

die voile Sauersloffzufulir svieder eingeselzt hal. Die Zunahmc der Us im

Blut isl bisweilen nichl rever.sibcl. Die Begleichung des wrihrend der

Anoxauiie eingetrelencn grossen Sauersloffdefizil.s kann durch den .starkeii

.Vderlass er.schwcrt worden sein, den die wiederholte Enlnaluue von Blut*

probeu zur Bs-Beslimmung bedeulet (10 nil Blut fur fine Doptielbesliw*

luungi. In gewisseii Ffillen isl die Moglichkeit nichl ausgeschlo.ssen, dass

cine irrever.sible Zellschadigung wahrend der Anoxfunie enlslanden Bl-

Dass dies jedoch von geringerer Bedcutung isl, erhelll daruus, dass unler

gcwissen Ver.suchsbcdingungen (siehe Fig. 11 j
cin reversibler Bs-Effekt cr*

ballen wird.

Eine vermuKlerte Zufuhr von .Sauer.sloff in die Gewelie durftt

die Or.sache dessen .sein, dass der Bs-(iehalt de.s Bitde.s iiach
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2. Dureli einen Vergleich der Stickstofh^erluste mit den Faeces

nnd der Stickstoffbilanz bei Icleiefreier Kost mit deiijenigen bei

Kost mit verdanter Kleie kann man den aus den Verdamings-

saften stammenden Fiikalstickstoff sowie die aus den betreffen-

den Kleiesorten resorbierte Stickstoffmenge bereebnen.

a) Bei taglichem Verzebr von 30 g K. 97" belauft sick die

Resorption auf 88% der in dieser Kleie entbaltenen Stickstoff-

menge.

b) Der dureh die Ebstprodukte verursaclite Stickstoffverlust

mit den Faeces ist grosser als der durch.die Kleiezellulose ver-

ursaelite Sticlcstoffverlust.

e) Bei einer Grundkost, bestehend aus Saline und Zucker

(etwa 2300 Kal.), ist die Stiekstoffzufuhr absichtlich gering. Die

Versuelispersonen zeigen eine negative Stickstoffbilanz. Einver-

leibung von Kleiezellulose bewiidct keine Veranderung dieser

Bilanz. Eine Zufulir von 30 g K. 97° pro Tag verbessert die Stick-

stoffbilanz. Einverleibung gerosteter Kleie liingegen versclilecli-

tert sie, obwohl eine gewisse jMenge der in der Kleie entbaltenen

Stickstoffprodukte resorbiert wird. Rbsten der Kleie bei 170°

wabrend einer Stunde verursacbt nicbt nur einen Mebrverlust

von Stickstoff mit den Faeces durcb gesteigerte Absonderung
von Verdauungssiiften, es veriindert aucb die Stickstoffprodukte,

wodureb diese fiir den Aufbau korpereigener Substanz weniger

wertvoll zu werden scbeinen.

3. Eine Zunabme des Fakalstickstoffs braucht keine ver-

scblechterte Stickstoffbilanz zu bedeuten. Bei grosserem Bedarf
an Darmsaftstickstoff kann der Organismus diesen dureh ent-

sprecbende Verminderung der Stickstoffausscbeidung mit dem
Harn kompensieren.

C. Der Calcium- und Magnesiumstoffwechsel.

Der Calcium- und Magnesiumstoffwechsel wurde untersucbt,

indem ich die Mengen dieser Stoffe, die bei den versebiedenen

Kostmiscbungen mit Harn und Faeces ausgeschieden werden,

bestimmte. Der Gebalt der Kostmiscbungen an diesen Mineralen

ist bekannt (Tab. 43).
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\vickdn. (Aus den Anoxamieversuchch ging hcn-or, dnss cine
gewisse Zeit erfordcrlich isl, damit sich cine Steigerung des Bs*
Gchaltes im Blute einstellen kann.) Ein soldier AtmungssHU-
stand kann durdi kiinstlidie Almung behoben vrerden. Einc
erneute Cyanidinjektion kann einen aberraaligcn Stillslnnd der
Aimung verursachen, der seinerseils wiedcrum durdi kiinst-

lidie Almung behoben Averden kann. Erst indem idi so wic-

derholte Male in sdineller Folge einen Atmungsslillsland ber-

vorrief, koniile idi die Bs-Konzentration dcs Blules stcigeni.

Die Versudisbedingungen sind bier nicbt rein. Die Bs-Stei-

gerung kann auch durdi mangelnde Sauerstoff7.ufuhr infolgc

des Aviederliolten Atmungsstillstandes verursadil sein. Es war
praklisdi also unmoglidi, eine „dironiscbe“ Cyanidvergiflung

der Vcrsudisliere hervor/urufen.

Das Atmungszentrum diirfte der gegen Cyanid cmpfindlidistc

Teil des Organismus sein. Es isl moglicb, dass zufricdenstcl-

lende Ergebnisse bei Versudien mil decercbriertcn Tieren lulttcn

erliallen werden konnen. Die Cyanidversudie wurdcn indcsscn

nicbt fortgesetzt, da sdion die Ano.xamieversucbe aus-scrsl

wahrsdieinlich machen, dass normal in vivo cine Bs-Umsd-
zung statlfindet.

Hcmmung der Succinodehydrogenasc: Durdi die Anoxiimie*

versudie isl gezeigt worden, dass normal in vivo cine Unisetzung

von Bs vor sich gelit. Es isl indessen dock von Inlcre.sse zu

unlcrsucben, wie eine direkte Hemmung der Succinodebydro-

genase die Bs-Konzentration ini Organismus becinflussl. Dieses

Enzjm Avird durdi Malonsaure, Pyropbosphorsfiurc und n-Kc-

toglutarsaure stark gebemml. Von dcr spczifischen Hcmmung
der Malonsaure auf die Succinodehydrogenasc war sebon die

Rede (siclie S. 68). Die Spezifitat der Hcmmung isl zwnr nur

cine relative, dodi ist die Hemmung dcr Succinodebydrogenase

so stark, dass die Malonsaure fiir unseni Ziveck gccignct sein

diirfte. Die Pyropliospliorsiiure bemmt die Succinodcbydrogc-

nase (Leloir u. Di.xon 1937), docb licmnit sic audi stark die

ji9-Oxybuttersauredebydrogcnase (Literatur siebc bei Hoff-JOr-

GEN.sEN 1940). Ein Enzym im Organismus, Pyropbospbnta.se,

climiniert ausserdem scbncll Pyropbospliorsaurc, die also aus

raelireren Griindcn fiir unserc Untersudiung ungeeignet ist.

a-Keloglutarsaure heinmt zwar die Succinodebydrogenase stark

isiehe S. 52), kann aber mil grosser Wabrscbeinlicbkeit im Or-

ganismus zu Bs umgesetzt Averden, was sic fiir diesen ZAveck

ungeeignet madit. Malonsaure isl also im Augcnblick dor cin-
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TABELLE 49.

Versuchsperson Magnesiumverlust mit den Faeces

Kost A Kost B Kost G Kost D
M 1 12 mg 71 mg 105 mg 20 mg
M 2 15 » 87 j 33 >

F 1 15 s 125 » 90 »

F 2 9 . 94 > 13 .

Mittehvert 13 mg 97 mg 94 mg 22 mg
Vergleichszahl 12 > 14 » 12 »

Zunabme im Verhaltnis zu Kost A 85 s 80 3 10 5

des im Kot enthaltenen Magnesiums im Verlialtnis zu Kost A
grosser als die Menge des mit der verdauten Weizenkleie zuge-

fiihrten Magnesiums. Diese ubersehiissige Magnesiummenge muss
aus unresorbierten Darmsaften stammen.

Vergleicht man die Werte bei Kost B und Kost C, so findet

man, dass von den beiden Versuehspersonen, die diese beiden

Kostmisehungen erbalten haben, die eine (Ml) den bocbsten

Magnesiumgebalt der Faeces bei Kost C zeigt, die andere (F 1)

bei Kost B. Fiihrt man entsprecliend wie oben Yergleichszahlen

an und bereclmet die bei den Kostmisehungen B—D gesteigerte

Menge Fakalmagnesium im Verhaltnis zu der bei Kost A aus-

gesch'iedenen, so ist keine Steigerung des Magnesiumverlustes bei

Einverleibung gerosteter Weizenkleie (Kost C) im Verhaltnis zu

dem Yerlust bei eiuer Kost mit K. 97° (Kost B) festzustellen.

Bereehnet man die gesteigerte Magnesiummenge, die dem

Organismus bei den hier zugefiihrten Mengen K. 97° und K.

170° zugute kommt, so findet man diese mit 41 % bzw. 47 % des

Magnesiumgehaltes der Kleie. Die wirkliche Resorption von Mag-

nesium aus K. 97° naeh Korrektion fiir den durch die Grund-

kost in Kost B so-\vie den durch die Zellulose der Weizenkleie

verursachten Magnesiumverlust betragt:

100— [97 — (12 4- 10)] X IQO

2. Die Calcium- und Magnesiumbilaiiz.

Der Mindestbedarf an Calcium betragt bei einem Erwachsenen

pro Tag 0,45 g (Sherman, 1920). Leitch (1937) gibt diese Menge

mit 0,55 g bei einem Alter von 24 Jahreii und dariiber an. Nach

Bruhl (1936) schwankt der Magnesiumbedarf pro Tag zwischen
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fuhrle Malonsaure praktisch vollslandig iim/.usotzeu vermai'

(Literatur siehe bei FlaschentkXger 1926, St^iir 1938).

Eiri Tier slarh 35 Miuulen nach intravenoser Injektiou van MalansSure

y/kj,’, wahrscheinlich nach goschwTiclUer Herzlei-sUing. Es ware voiv

Bedeulung fesUustcllcn, class die Stcigerung dcr Us-Kouzeulralioii im Hint

nach Zufuhr von Malonsauro nicht auf einem vermiiulerlea Sauerstoffzu-

fuhr an die Gcwebe durch Ilerzdckoinpensation beruht, Deshalb wurde
der Druck iin rechten Vorliof wTihreiid eines Malonatversuchs regislrierh

Inlravcnose Injcklion wfdircnd 41 Minuten von O.OT g .Malousaure/kg Ivor-

pergewicht hallc keinen Einfluss auf den Vorhofdruck. Die Us-Konzentra'

lion iin Blute stieg in der gleiclicn Zoit von 3 auf L'S’/Bs/nd Plasma.

Nach den hier wiedergegebenen Versuchen ist es dusserst

wahrscheinlich, dass normal in vivo eine starke Bs-Umsetzung

stattfindet. Die Geivebe eliminieren ivahrscheinlich stdbst die

dort gebildete Bs. Diese ivird oxydativ nmgewandelt, in erster

Linie mil Hilfe der Succinodehydrogcixase.

Bs-Bildung in verschiedenen Organen.

Bilden alle Gewcbe des Korpers B.s oder dominierl ein lioson-

deres Organ bei der Bs-Bildung? — Um die-ses Problem /.u lo.sea,

kann man enlwoder unler Bs-Bildung die arlerio-venose Dif-

feren/. verschiedener Organe feslstellcn oder die Bs-Bildung iso-

lierter Organe im Perfusionsversuch sludiereu. In beideu Ffd-

len muss die Bs-Elimination irgendwie gehemmt werden. In

der folgenden UnJersuchung wurde diese Hemmung durch ver-

mindele Sauerstoffzufuhr hcrbeigelTihrl.

Untersuchung der arterio-vendsen Diffcrenz:

TABELLE 30.

5
I

'/ Bs/nil Plasma Iv Citronenaaurc/ml Plasma)

3^ Art.jUlut aus Art.| Blut ati.s V- ifJlut aus Art.jBlul .aus Arb,

u carotis, s carotis. ; renalis, i carotis,
j

twroUs.
J

> I

Normalvvert j,Vnox.'imiewert;Anosaii.lcvvcrtj Normalwcrl LVjiosaiiilcvst'fi-

^
^

^ I

-

I 5 ' 32 i U yO : 33
i :

II i .H ; 32 ! 0
i

, ;

I 111 i 0 ; 13 i
0 ‘

i
73

Kaninchen in Ufelban-Narkose.

sloUiufiilir siche S. IHj,

Technik bei Vermimlerung der Saiief

!. IM kg. IL 1.-3 kg. III. kg.
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Berechnet man die Mittelwerte und fiihrt aueh hier Vergleiclis-

zahlen ein, so ergibt sieh eine leicht positive Bilanz bei Kost
B und Kost C; zwei Versuehspersonen, die diese beiden Kost-

misehuiigen erbalten haben, zeigen positive, eine dritte dagegen
negative BiJanz. Trotz der Eriiohung des Fakalmagnesiumgehal-

tes, die dureb 30 g 'Weizenkleie bewirkt wird, sebeint die Mag-
nesiummenge in dieser Kleie praktiscb auszureicben, urn den

Magnesiumbedarf des Korpers zu deeken. Es lasst sicb kein deut-

lieher Unterscbied zwiseben der Magnesiumbilanz bei Kost mit

K. 97° und Kost mit K. 170° feststellen. Die Mittelwerte spre-

cben eber fur bessere Ausniitzung des Magnesiums aus der auf

170° erbitzten Weizenldeie im Vergleicb zu K. 97°.

Zusammenfassung.

Hinsicbtlicb des Calcium- und Magnesiumstoffwecbsels beim

Menseben finden wir:

1. Dureb Zusatz von Kleie zur Kost wird der Abgang von

Calcium mit den Faeces gesteigert. Diese Steigerung iibertrifft

die mit 30 g Weizenkleie einverleibte Calciummenge. Weizenkleie

verursaebt also, trotz ibres Gebaltes an Calciumsalzen, eine Ver-

ringerung der fur den Organismus zur Verfiigung stebenden

Calciummenge, indem sie einen mit den Darmsaften gesteigerten

Verlust an diesem Mineral bewirkt. Eine vorber negative Cal-

ciumbilanz wird dureb kleiebaltige Kost nocb negativer.

2. Der Magnesiumgebalt der Kleie ist bedeutend bober als ibr

Calciumgebalt. Trotzdem der Magnesiumverlust mit den Faeces

bei kleiebaltiger Kost zunimmt, bedeutet die Kleiekost, was das

Magnesium anlangt, einen GeAvinn fiir den Organismus. Der

Magnesiumgebalt Amn 30 g Weizenkleie sebeint den Bedarf des

erwaebsenen Organismus an diesem Mineral praktiscb deeken zu

konnen.

3. Im Mensebenversueb Avird der Verlust von Calcium und

Magnesium mit den Faeces dureb Erbitzung der Kleie auf 170°

niebt beeintraebtigt.
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TABELLE 31.

Vcrsuciisticr

Nr.

;

Bs'ml Plasma in Blut aus
;

i

j

Art. caroti.*:,

1

Normnhvcrt
1

Art. carolis,

;„7Vnoxamicwert“

\ }

1

V. porta
1
V. bcp.alica '

1

1

1
0

t

1
4G

I =7
^

l.'>3 ^

II
i i

S2
;

IG : 121 ;

III
I

0
1

!
11 * 31

;

IV
I

1G‘
1

30 1 53

Knninchcn in Urelhan-Nnrkosc. Die Rlutproiie aiis dor Arl. enroUn

{..Anoxfimie'vtTl"), V. porln tind V. iicpnlica wnrdcn so schncll wic mog-

licli nacheinander cntnomnicn. Tcchnik siohe S. 81. Die Bhilprobe am
dcr V. hcpatica wurde mil der von MAnTKSSSOX (1910) nnRt'fjebenen

Metliode cntnomnicn.

Die Leber kann also bci vcrmintlcrlcr Saucrsloffzufuhr B.s

bilden.

Perfusionsvcrsuclic: Wir haben Perfusionsversuebe mil iso-

lierlcr Leber und Hinterkorper bci verminderter Snuersloffzn-

fuhr ausgefiibrt. Beziiglich dcr Pcrfusionslccbnik siehe S. 85.

Kacb dcr „Slabilisicrungsperiodc“ wurdc jede Sauerstoffdar*

rcichung oingestcllt. Gleichzcilig Avurde das „Vencnblul“ durch

cinen Trichtcr und cin Glasrohrcbcn dirckl atif den Boden de.s

Oxygenators gclcilcl. Allmablicb nabm das Blul mebr und

mobr cine venose Fiirbung an, Nacb eincr gewissen Zcil (gc-

Avolmlich nacb 30— la Min.) wurdc das Sauersloffgcmisch wic-

dcr vcrabfolgt, so dass das Blul vollsliindig mil Sauerstoff ge*

saltigl wurdc. Dadurcb wurdc feslgcstcllt class das Organ nuch

nacb dcr .Anoxamic Sauerstoff vcrbrauchtc und niebt wahrend

des Versuebes irrevcrsibel gesebadigt worden war (siehe Ta-

belle 32).

Die Leber reagiert bci verminderter Sauerstoffzufuhr schncll

mil Bs-Bildung. Wird die Perfusion nicht geniigend schncll in

Gang geselzl, so findel man schon bci Beginn des Vcrsuches im

Perfusionsblul einen hohen Bs-Wert. Dies ist in dem ersten in

der Tabellc 32 wiedergebenenen Vorsuche dcr Fall.

.-\us den Versuchen gcht hervor, dass die Bs-bildendc

‘ DtcAc Probe %vurde tie-' rcchlen Herrkiimrner cnlnommen-



Versuchsergebnisse und Besprechung.

Der nahrungspliysiologische Wert der Weizenkleie, soweit er

ihren Gehalt an Stiekstoffprodiikten, Calcium und Magnesium
betrifft, ist teils durch in vitro-Versuelie, teils durch Versuclie

an Ratten und IMenschen untersucht \vorden. Im Tierversueh

wurde der Einfluss der Erhitzung auf den Vitamin-B,-Gehalt

der Weizenkleie untersucht.

Als menschliche Nahrung diirfte Weizenkleie hauptsachlich als

Bestandteil von aus Melil holien Ausmahluugsgrades gehackeuem
Brot Verwendung finden. Da die Temperatur heim Backen in

der Krumo 96—99° und in der Kruste des Brotes 150—180°

erreiclit, u-urde in der Hauptsaclie Weizenkleie untersucht, die

eine Stunde lang auf 97° und 170° erhitzt worden war. Die

Zeit von einer Stunde wurde gewahlt, da dies etwa der Baek-

zeit eines mittelgrossen Brotes entspriclit. Zum Yergleich mit der

warmehehandelten Ivleie ist auch nicht-erhitzte Weizenkleie unter-

sucht AYorden

Die in vitro-Versuche, hei denen jedoch sowohl der Grad der

Erhitzung als ihre Dauer innerhalh weiter Grenzen verander-

lich war, hestatigen Heupkes (1931) umstrittene Beohachtung,

dass proteolWische Permente in die Kleiezellen einzudringen und

Stiekstoffprodukte ahzuhauen vermogen. Aus Weizenkleie, die

wahrend einer Stunde auf 97° erhitzt worden war, liessen sich

praktisch ehenso grosse Mengeu Stiekstoffprodukte mit Pepsin

und Trypsin herauslosen, wie aus nicht warmehehandelter Kleie.

Auch verandert sich die auslosbare Stickstoffmenge nicht, wenn

die Weizenkleie 4 Stunden lang auf 97° erhitzt wird. Durch lang

anlialtende Yerdauung mit Pepsin und Trypsin lassen sich an-

nahernd 9/10 des Stickstoffs der Weizenkleie auslosen. Wird die

Weizenkleie hingegen 1 Stunde lang auf 125“ oder hohere Tem-

peraturen erhitzt, so nimmt die Auslosharkeit der Stickstoffpro-

dukte ah; die Yerdaulichkeit wird mit zunehmender Temperatur

immer schlechter.
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Failigkeil dcr Leber annaheriui gleich der des gatuen
ht \

Tieres

Bei Leberperfusion ohne Bcschrankung der Sauersloft’zufuhr

Nvird keine Bs gebildel, sonderu die Bs des Perfusionsblutes wird
wahr-scheinlich langsam eliminiert (siehe Tabelle 25, S. 01).

Perfumlierter HinU’rkorper bildet ebenfalls bei beschninkter
Sauerstoffzufuhr Bs, dock iu erheblich geringerer Menge als die

Leber unler ahulicheu Versuchsbedingungen, siehe Tubeile 33.

Bei Perfusion unter voller Sauersloffzufulir wird keine B.s ge-

bildet.

Von den Organon des Korpers bildet bei beschrdnkter Sauer-
staffznfiihr die Leber luuhrscheinlich die meiste Bs. .yuskula-
tur hat unter diesen Versuchsbedingungen vine erheblich ge-

ringere Fdhigkeit, Bs zu bilden. Die Nieren bilden wahrschein-
lich keine Bs und Hire Bs-Elimination geht vermutlich unab-
hdngig von der verminderten Saiierstoffzufuhr weiter.

Untersuchung der Bs-Umsetzung bei der Katze.

Bs-Eliinination: Technik wie beini Kaninchen, siehe S, 84).

TABELLE 34.

Zeit in .Minuten nach !

Bceiidigung der
Ba-lujcUtlon

i

y U.s/nil Plasma in
\

Artericnijlut
i

Normalwert 0

‘/j 30B

12
'

35

23
j

0

41 0

Saintliclie BsAVtrle .^ind MiUelwerte aus 2 Besliimnungcn. Katze 2,t kg.

75 mg Bs.'kg Korpt-rgcwicht inlravcno.'S injuicrl wiilirciid I Vj .Minute.

Die Elimination der intravenos injizierlen Bs erfolgt also

schnell, mil ebenso grosser Gescliwindigkeit wie beim Kanin-

chen.

‘ In die^wiu Zu'mmuii.'nlung crwalmf. dass ToE.s.Ni.-i>Ks' u, Biusii.MA-S.s

it‘J30j in ihri.n Itcrcils crwalintcn Pcrfusiunj.vt;r.’iucli‘.‘n init Kaiuiiichen-

nuukviiatur ftsigcilellt habcn, da.%s Bi-Bildung uus Brcn/traulit'n\.*(Utc

ilur Lfi Inrschraiiklt-r SauerUoffzufuhr erfolgt.
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schen Organismus fordern und den Stiekstoff- und Calciumver-

lust mit deii Faeces verringern.

Die in vitro-Versuche zeigten, dass Erhitzung der Weizenkleie

auf iiber 125° die Verdaulichkeit der Stickstoffprodnkte beein-

traehtigte. Man weiss, dass Rostprodukte die Absonderung von
Yerdauungssaften steigern und die Peristaltik fordern, was eben-

falls zu einer scblecbteren Ausniitzung der Stickstoffprodnkte

der auf 170° erliitzten Weizenkleie beitragen und einen erhobten

Verlust von Calcium und Magnesium verursaeben diirfte. Aucb
Zellulose steigert die mit den Faeces ausgesebiedene Calcium-

und Magnesiummenge. Eine solebe Steigerung war jedoeb bei

den Tierversucben mit einer Kost von nicbt wiirmebebandelter

Weizenkleie nicbt festzustellen, wobl aber bei der gebackenen

Kost. Bei einstiindiger Erbitzung auf 170° wird eine nicbt ge-

ringe Menge des Vitamins der Weizenkleie zerstort, und da

wahrscbeinlicb dieses Vitamin — evtl. zusammen mit Vitamin

B, — den Calciumverlust dureh die Faeces verringert und die

Ausniitzung des Magnesiums im tierisclien Organismus fordert,

scheint eine Zerstbrung von Vitamin Bj bei Rbsten und Backen

zu dem erhobten Verlust an diesen Mineralen bei Fiitterung mit

warmebebandelter Kost beitragen zu konnen. Die grossere Zu-

fuhr von Vitamin B mit der Weizenldeie Aviirde dann erklaren,

wesbalb bei einer Kost mit 35% nicbt warmebebandelter Weizen-

ldeie der Verlust an Calcium und Magnesium mit den Faeces

nicbt zunahm.

Es sind aucb in vivo-Versuche an Menscben gemacht worden,

lun zu untersucben, ob und in welchem Grade der menschliche

Darmkanal Stiekstoff, Calcium und Magnesium aus Weizenkleie

auszuniitzen vermag. Die Versuchspersonen erhielten Weizenkleie

in einer Menge entspreebend der in etwas fiber 200 g Vollkorn-

brot enthaltenen Kleie. In keinem Falle verursachte diese Kleie-

menge Besehwerden seitens des Darmkanals bei den gesunden

Versuchspersonen. Durcb Weizenkleie, die 1 Stunde lang auf

97° erhitzt worden war, "wurde dem menschlichen Organismus im

Durebsebnitt Stiekstoff in einer Menge zugeffihrt, die etwa 75%
des Stickstoffgehaltes der Kleie entsprach. Die Resorption des

Stickstoffs aus dieser Kleie betragt, unter Berficksiebtigung des

durcb die Zellulose verursachten Verlustes, etwa 90%. Rbstet

man die Weizenldeie bingegen 1 Stunde lang bei 170°, so ergibt

sich eine gesteigerte Stiekstoffzufuhr mit der Weizenkleie, die

nur etwa 30% des Stickstoffgehaltes der Kleie entspricht. Die
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tion morgens mid abends untersucbl, toils nach Bs-Elimination

und nach Anoxamie durcli hislologisclie Unlersucluing fcsl-

slellen lasscn, in v.elclier Rhythmuspliase die Leber sicb am
Schluss des Vcrsuches befand

Die Bs-Elimination wurtlc nn waclicii Ticren nusgcfiihrt. Glciclic

Snccinntmengen wurden mil glcichcr Geschwindigkcil bei den Morgen-

und Abendvcrsuchcn in cine Ohrcnvcnc gespritzt. Die Blutproben wurden
den Venen des andern Obres cnlnominen. Die Eliniinnlionsvcrsiudic

morgens und abends wurden anj glciclien Knnincben nusgefrihrt, wobei

zwischen den beiden Vcrsuclicn mindestens 25 Tnge verstrichen. Als Bei-

spie! sci tier UJicijstehcndc Versueb nngcfiihrl.

Fig. IZ

Fig. 12. Bs-Elirninntion iinrl TagcsrlnjUxmits.

Kmiinebcn kg., niclU nnrkosiert. 2r).i mg. Bs pro kg. Korper-

gewiebt inlravenos syfibrend 5 .Minulen iiijizicrt.

I. Succinalinjcklion vormitlags: lO.i';— 10,0' Dhr.

II. jincbtniHags: 18,«— 18,47 Ulir.

Es scheinl. als ob die Bs-Eliniinalion nacbmiltag.s elwns

scbneller vor sicb ginge fder Dissimilationspliasc der Leh(*r

entspreebend). Der Unlerscbied isl jedocb nicbl gross.

* Die bislologiscbf Unler'clmiig hat Dnrcnt lijalrnar Holmgren am

Karotinisrben InstiUit, .Slockholin, aiisgrfiibrl, wofiir ieb iftm sebr m
D.ink vtrpnicbtet bio.
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an diesem Vitamin keine Bedeutung haben kann. Die Versuehs-

dauer ist ausserdem kurz. E\dl. konnten diese Umstande den
letztgenannten Unterseliied zwisclien den beiden Serien von in

vivo-Versuchen erldaren.

Bleibt die Prage; Soli die Weizenkleie als Bestandteil der

menschlichen Nahrung empfohlen werden? Die Dislcrepanz zwi-

schen den Tier- nnd Mensehenversiichen in bezug auf die Ans-

niitzung des Calciums aus der Weizenkleie maeht die Antwort,

soweit es dieses Mineral betrifft, sehr sebwierig. Eine Oalcium-

quelle von wesentlieber Bedeutung kann die Weizenkleie mit

ibrem verbaltnismassig .geringen Calciumgebalt jedenfalls nicbt

sein. Andererseits ist, wenn man die Ergebnisse der Menseben-

versuehe betracbtet, der durcli die Weizenkleie vernrsachte Cal-

ciumVerlust ziemlicb geringfiigig. Was das blagnesium betrifft,

so spreehen die Versnebe eindeutig dafiir, dass der Organismus

dieses klineral in betraebtlicbem Grade aus Weizenkleie sicb

nutzbar machen kann. Was wiederum die Stickstoffprodukte an-

geht, so zeigen die Rattenversuehe, dass aus nicbt warmebeban-

delter Weizenkleie dem tierischen Organismus eine erbebliche

Menge Stickstoff zugefiihrt mrd. In den Menscbenversucben

kann man dasselbe fur Kleie feststeUeu, die 1 Stunde lang auf

97° erhitzt worden ist. Die Resorption belauft sicb auf etwa

90^0 des Kleiestiekstoffs und ist bedeutend grosser als der durcb

die Kleie verursacbte Stickstoffverlust mit den Faeces. Sowobl

die Sfenseben- als die Tierversucbe zeigen eine merkbare Zu-

nabme des Pakalstickstoffs, wenn der Kost Weizenkleie beige-

geben wird, die 1 Stunde lang auf 170° erhitzt worden ist.

Aucb seheinen die aus dieser Weizenkleie resorbierten Stickstoff-

produkte sicb schlecht als Bausteine im menscblicben Organis-

mus zu eignen. Die Stickstoffprodukte der wahrend 1 Stunde auf

97° erbitzten Weizenkleie bingegen scheint der Mensch gut aus-

zuniitzen. Sowobl im Tier- als im Menschenversueb werden dem

Organismus bei lOeiekost Stoffe in einem Ausmass zugefubrt,

das die Halfte des Gesamtgewichtes der Kleie iibersteigt. Schliess-

lieh enthalt die Weizenkleie ansehnlicbe Mengen Vitamin B. Die

Tierversucbe spreehen dafiir, dass eine reiehe Einverleibung von

Vitamin Bj und B, — oder eines derselben — sowobl fiir die

Ausniitzung der Gesamtkost als des Stickstoffs, des Calciums und

des Magnesiums von Bedeutung ist. Da naeh Abramsons (1938)

Untersuchung die Ernahrung des sehwedischen Volkes einen reeht
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TAUELLE a?.

Kaninchcn Nr. ii.') Kanuicheu Nr. (ifi

i ,
*

iZeit ill Minuteii, iiacli' Zcit in Xlimitci), nach'

jljee/idii;u«^' tier Drossc-j ;• lis/inl Hecndigtinif tier Drossc-' Us/tnl

1 lung dcr SaucrstolT- ; Plasma in lung dcr SauerstofT- ' Plasma in

zufuhr (wahreud
Minute)

1 '/; '.-trterienblut
,j

i 'i

;

/.ufiihr (wiihrend 2
i Mlnulcn)
1

.Vrterienblut
I 1

»
\

Normahvert
;

11
!

N'ormahvcrl
1

0 1

‘A ' IS /’ ! 6
i

11,5 11
' 1

lU
1

10 i

22
:

•>o ,

1 10
1

22,5 i 122
j

IHO
1

30,5
i

l'>ll
.1

‘ 38
1

131
!

Kaninchen 00. Glykogenaruie Leber. Das Glykogeti liegt in den Zellen,

wolche die zenlraie Zone der Lebcriobuli bilden. Diesc Zidion enfinilten

luir sparliche Glykogeninengen. Die peripberen Zellen sind in der Hegel

leer oder enlhalten nur wenige Glykogenkornchen. Ver-schiedenc Zellen

enlliallcn Vakuolen, vennullich nach ausgelOslem Fell. Sludiurii: Dissi*

tnilalionspbase mit GlykogenscUwuiul.

Die histologische Untersuchiing der Leber hat (jezcUjt, doss

die Hhythmuslage der Leber fur die Elimination und die Bil-

dung der Bs keine wesentliclie Bedeutnng hat, Bs-Eliminations~

uersiiche an wachen Tieren zeigen jedoch, doss die Elimination

uernnitlich nachmittags etiuas schnellcr nor sich geht ah nor-

mittags.

Besprechung der Ergebnisse.

Dcr Organismus kann Him zugefuhrte Bs schnell umsetzen,

wie au.s den Bs-Eliminationsversuchen hervorgeht. Versuche

dieser .^rt („Belastungsver.suche“) geben jedoch keine Auskunft

dariiber, ob eine Unnsetzung von Bs normal wirklich slattfindeb

Indem man die Fahigkeit des Organi.smns, Bs vnnzusetzen,

hemmt, kann man eine Steigerung des Bs-Gehultes im Blute

(und in den Geweben) hervorrufen. Dies macht es wahrscheirn

licit, dass normal in vino Bs umgesetzt wird. Bei den bier

herrschenden Versuchsbediugungen ist die Bs-Bildung am

starksten in der Leber, weniger stark in der .Muskulatur. Die

Nheren bilden vennutlich keine oder nur geringfiigige -Mengen Bs.

Ist die Bs bier ein .\fetabolit oder ein Katalysator nucb Szeiit-

Gyorgyis C*-Saurenlbeorie? — Wird die Bs-Elimination durcb



Ziisammenlassimg.

Wie aii>; dor Kinloitntifr iind deni dort gogcbencn 'o?chiclitliclicn t)ber-

blick hervorficlit. -/(dsicn die friibcron Untersuchiin^en fiber den Niihr-

wert der Kleio in verschicdencr Hinsichl widcrsprechende Ergebnisse

sowolil in ber.ng ;iiif die Ansinitr.nng des Kleieeiweiss-es als in bezug auf

den Einfluss der lUihfaPcr auf die Verdamingsarbeit nnd die Resorption

der fiir den Organisinns vcnvorlbaron Rcstandtcilc der Kleie. Die mine-

ralisclu'.n P.esiandicilo des Woizcnkornes sind bauptsachlich an die Kleie

gebnnden. Ini fdirigon sind die Vitatnine der R-Gnippo sowic die Eiweiss-

stoffc die werlvollslon P.estandlcile der Kleie. Da sowohl Vitamin Bi als

die Ei'voissstoffe dnrch Erbitzung — also anch bcim Backen — beein-

flu.sst werden, wnrde das Haupigowiclit der vorliegenden Arbeit auf

eine vorgleichendo Unler.suclmng betreffend die Ansniitzung dcr gcnann-

tcn Kleicbe.standteile toils boi Vcnvendung nicht wiirinebehandelter Kleie.

toils walirend 1 Stundn auf 97- bzw. 170'’ erhitzter Kleie golegt. Die Ver-

danliclikeit dcr Stickstoffprodidctc dor Kleie sowie dcr Minerale Cal-

cium nnd Magnesium ist durtdi in vitro-Versuclie bei 37° imtersuclit

worden. Durch Vcrsuclie an Ratten wurde der Einfliiss dcr Weizcnkleie

auf Waehstum, Fakalbildung sowie auf den Stickstoff-, Calcium- nnd

Magnesiuin.stoffweclisel untcrsuclil. Die Vcr.sucbe sind ergiinzt worden

durch Untcrsuchungcn an crwaclisencn Menschen fiber den Einfluss der

Kleie auf die Fiikalbildung sowie auf den Stickstoff-, Calcium- und

Magnesiumstoffwcclisel des Menschen.

Die Untersuchung hat in dor llauptsachc folgendc Rcsultatc geliefert.

Kap. 1. VERDAUUNGSVERSUCllE IN VITRO.

I A. Die Auslosbarkeit dcr Slicksloffprodtikte aus Weizcnkleie.

Die Verdauungsversuche warden bei 37° mit nicht wiirmebehandeltei

sowie wiilirend 1 Stunde auf 97° bzw. 170° erhitzter Weizcnkleie aus-

gefiihrl.

Man findet die beste Verdauung in alkalischem Milieu und eine be-

dcutende Steigerung bei Zusatz von Enzym. Letzteres zeigt, dass die

Enzyme die Wanditngen dcr Kleiczellen zu durchdringen vermdgen.

Durch Verdauung mit Magensaft und anschliessende Verdauung mit Duo-

dcnalsaft werden aus nicht warmebehandelter Weizcnkleie nicht weniger

als 70 “/o der Sticks! offprodukte ausgelost.
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7.unachst der Lusung luirrcn. sind: Aus wclchen Sloffcn \vir4

Bs normal gebildel. nnd wclche Sloffc enlstohcn bei dor Elimi-

nation der Bs? Dicse Problcme wcrdcn den Gegenstnnd fort-

gesctzlcr Untcrsuclningon bildon.

Es ist bcmcrkenswerl, mil welcbor Gesclnvindigkeit Bs bci

Anoxamic- nnd Malonatvcrsuchen ins Blut diffundicrl, imd
/Avar sowold bei Vcrsuchen am ganzcn Tier als an isolicrlcr Le-

ber. .Vbcr Bs diffundicrl scbr langsam in die Lel»er nnd wird

liier aucli sclir langsam umgcsetzl. Dies spricht nichl dafiir,

dass normal in dicsem Organ cine slarke Bs-Umsclzung slall-

findcl (nacb don Anoxamievcrsucben). Der normale Bs-Gchall

des Blutes der V. licjiatica ist gleich dcm dcs Blutes, das der

Leber zugefiibrl wird. Pcrfundicrlc Leber bildct bei gcniigcn-

der Sancrstoffzufuhr keine Bs. Dies dculcl an, dass das Leber-,

gewcbe normal alle in der Leber gcbildclc Bs umzusetzcn vcr*

mag. — Die Ursacbc des feslgcslclllcn „Missverballnisses'‘ zwi-

scben dor slarken Bs-Bildung nnd der geringen Bs-Eliminalion

dor Leber isl nichl bekannt. Dicse Frage muss einslwcilen offen

bleibcn.

Es war von vornhercin wahrsclicinUch, dass cine Bs-Unisct-

rung aiich bet andcren Ticren ais Kaninclicn stotlfindct, da der

intermediare Sloffwochsel der Ssiugcr im grossen ganzcn der-

sclbc isl. Einc Bs-Umsclzung des oben gcschildericn Typs ist

bci dcr Kalzc feslgestellt worden. Entsprechende Vcrsuchc am
Menschen auszufiihren, isl nichl leichl. In Anbelrachl der

.stark geschwiichlen Herzleislung, die bei den Kaninchen nnch

Zufuhr grosser Doson Bs und Malonsaure feslzustcllen war,^

diirften solchc Sloffwochsclvcrsuchc fiir die Versuchspersonen

nichl ganz gefahrlos sein. Stall dcssen sind Bs-Bcstimmungen
im Blut von einigen Palienlen mil .solchen Krankhoiten gemaclU

worden, bci denen nach den Ergebnissen der Ticrvcrsuchc cine

Uemmung der Bs-Elimination zii crwarlen war. Ein orhohlcr

Bs-Gehalt dieses Blutes hat nichl fcstgcstclll werden konnen.

Doch schlic.ssen diese negaliven Befunde die Mdglichkeit einer

normal statlfindenden Bs-Urnselzung nuch heirn Men.scheii

nichl aus. Die ausgebliebene Bs-Zunahme beispielweise bet

Herzdekompensation kann sich so erklfircn, dass die Ano.xainie

nichl genCigend hochgrndig war, urn einen gcsleigerlen Bs-Gc-

hall des Blutes zu bewirken. Die Bs-Umselzung beim .Men-

schen wird daher weiler unlcr.stichl werden. {Die ausgefuhrten

Bs-Bcsliinmungen werden deshalb bier nichl nsiher erortert.)
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Eine Vergleichskost gibt an und fiir sich ein gutes Waclisluni und

schone Tiere. Ein Sonderzuscliuss von Vitamin Bi und Bz zur Kost

steigert jedocli das Wachstum der Tiere. Auch ein Zusatz von 2,i ®/o

Rohfaser zur Vergleichskost verbessert das Wachstum. Bei einer Kost

mil 35 "/o Weizenkleie ist das Wachstum der Tiere ebensogut wie bei

den beideii letztgenannten Kostmischungen, also besser, als bei der Ver-

gleichskost. Man erhalt grosse Tiere von ausgezeichneter Kondition.

Wird die der Kost beigegebene Weizenkleie erhitzt oder die ganze Kost

gebacken, so verschlechtert sich das Wachstum der Tiere.

II B. Bilanz-versuche.

Samtliche in den Wachstumsversuchen verwendeten Tiere wurden im

Alter von 25 Wochen in Bilanzversuche eingesetzt. Nachdem die Tiere

2 Wochen lang an die Versuchsbedingungen gewohnt worden waren,

wurden 4w6chige Stoffwechselversuche ausgefuhrt, also an 27—31 Wo-
chen alten Tieren, die vor Beginn des Versuchs 23 Wochen mit der be-

treffenden Kost gefuttert worden waren. Es wurden folgende Fest-

stellungen gemacht:

1) Ein Zusatz von ,2,l‘’/o Faser zur Vergleichskost erhbht die Nahrungs-

aufnahme pro g Korpergew'icht nicht. Die mit Faserkost gefiitterten

Tiere sind wShrend des Wachstumsversuchs besser gewachsen; sie sind

bei dem Bilanzversuch grSsser als die mit der Vergleichskost gefutter-

ten Tiere und fressen daher absolut mehr.

2) Wird der Vergleichskost zusatzliches Vitamin Bi und Bz beige-

geben, .so nehmen die Tiere pro g Korpergewicht eine kleinere Nahrungs-

menge auf, wachsen aber wahrend des Bilanzversuchs trotzdem ebenso

gut wie die mit der Vergleichskost gefiitterten Tiere und haben ein

ebenso hohes Korpergewicht wie die Tiere, welche die Kost mit Faser-

zusatz erhallen. Die Vitamine Bi und J3z — oder eines von ihnen —
begiinstigen also die Ausniitzung der Nahrung.

3) Ebenso hohes Korpergewicht und gleich gutes Wachstum wahrend

des Bilanzversuchs wie mit den Kostmischungen mit Faser- und Vitamin-

B-Zusatz erhalt man durch Beimischung von 35 ®/o Weizenkleie zur Kost.

Die Nahrungsaufnahme pro g Korpergewicht nimmt jedocli stark zu.

4) Die ausgeschiedenen Fiikalien wurden gesammelt und bei 105° bis

zum Eintreten des konstanten Gewichtes getrocknet. Die Menge Fakalien

wird in Prozent der aufgenommenen Nahrungsmenge angegeben. Die

Kotmenge wird durch Zusatz von Vitamin Bt und Bz nicht beeinflusst.

Ein Zusatz von Faser zur Kost steigert die Menge der Fakalien. DicbC

Steigerung, ist. prozentual etwas grosser, als es dem Faserzusatz ent-

spricht. Versetzt man die Kost mit Weizenkleie, so steigt die Kotmenge

erheblich mehr an, als es dem Fascrgehalt der Kleie enfspricht. Backen

der Kleiekost hat eine weitere Steigerung der Kotmenge im Gefol.gc.

Rcistprodukte regen die Saftsekretion an und befordern die Peristaltik.

8 — BorpistToin.
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Kapitel IV. Die geeignelste Dosierung der Bs fur die Unter-

suchung ihrer Umwandlung in vivo ist erniiltell worden. Klei-

nere Bs-Mengen, durch intravenose Injektion eiiiverleibt, ver-

starken die Atmung ein wenig, ohne den arteriellen und vendsen

Druck zu beeinflussen. Grdssere Mengen Bs dagegen schwachen
die Herztatigkeit, setzen den arteriellen Druck herab und
steigern den Venendruck (siehe Fig. 7, S. 81).

Kapitel V. Methodik: Die Versuche wurden an ganzen Tiereu

und an isolierten Organen im Perfusionsverfahren ausgefiihrt.

Als Versuchstiere dienten hauptsachlich Kaninchen.

Bs-Elimination: Der Organismus vermag ihm durch inlra-

venose Injektion einverleibte Bs schnell zu eliminieren. Diese

Bs-Elimination vollzieht sich zum grossten Teil durch Um-
setzung der Bs in den Nieren (siehe Fig. 9, S, 92, Tabelle 20,

S. 93). Nur hdchstens 5 % der zugefuhrten .Menge werden

mit dem Ham ausgeschieden.

Bs-Bildung: Wird die Elimination der Bs durch Dro.sseluni^

der Sauerstoffzufuhr oder durch Einverleibung von Malonsiiuro

gehemrat, so lasst sich Bs-Bildung in vivo nachweisen (siehe

Fig. 10 u. 11, S, 96 u. 97). .Am stiirksten ist sie in der Leber,

weniger stark in der Muskulatur. In den Nieren wird bei Ano.x-

amie wahrscheinlich keine oder nur sehr wenig Bs gebildet. Die

Nieren diirften vermutlich unter diesen Versuchsbedingungen

sogar Bs eliminieren konnen.

Schlussfolgerung: Es findet wahrscheinlich normal in viuo

eine Vmsetzung von Bs statt. Die Bs ist dabei ein Metabolit.

Die Untersuchung hat nichts ergeben, was dafiir sprache, dass

Bs als Katalysator nach Szent-GyBrgyis C*-Sauren-Theorie

fungiert. Durch die Ergebnisse wird die MogUchkeil eine-S

Citronensaurezyklus nach Krebs in vivo weder bestatigt noch

bestritten.

Der Tagesrythmus ist fiir die Bs-Umselzung vermutlich von

untergeordneter Bedeutung.

Die Bs-Umselzung anderer Sauger: Eine Bs-Umsetzung vom

gleichen Typus wie beira Kaninchen ist auch bei der Katze

festgeslellt worden. Tatsachen, die anzeigten, dass die Um-

wandlung von Bs beim Menschen in gleicher Weise vor sich

gehl, liegen bisher noch nicht vor. Die diesbeziiglichen Unter-

suchungen werden fortgeselzl.
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II C. Der Einfluss der Erhitziing auf das Vitamin 5i der Weizenkleie.

Durch Wachstumsversuche an jungen Ratten ist gezeigt worden, dass

das Vitamin Bi der Weizenkleie durch einstiindige Erhitzung auf 97°

nicht zerstort wird. Erhitzt man hingegen die Weizenkleie eine Stunde

lang auf 170°, so wird Vs—Va der ursprflnglichen Vitamin-Bi-Menge der

Kleie zerstort.

Kap. III. VERSUCHE AN MENSCHEN.

Um eine Bestiitigung dafiir zu erhalten, ob die in den Tierversuchen

gemachten Feststellungen auf den Menschen Ahwendung finden konnen,

sind Versuche an 4 erwachsenen Menschen, 2 Mllnnern und 2 Frauen,

ausgefiihrt worden.

Bei diesen Versuchen an Menschen hat kein Unterschied zwischen

der Steigerung der Fakalienmenge festgestellt Averden konnen, die durch

1 Stunde lang auf 97° erhitzte Kleie bzw. ebensolange auf 170° erhitzte

verursacht Avird. Weizenkleie, die mit Pepsin und Trypsin auf 40 ®/o der

ursprunglichen Menge Amrdaut AA^orden ist, ergibt im Mittel eine Steige-

rung der Fakalienmenge, die nur um 8®/o hinter der durch die entspre-

chende Menge nicht A’erdaute Weizenkleie verursachten zuriickbleibt.

Bei Verzehnmg von Kleie wird also die Steigerung der Fakalienmenge

zum grossten Teil durch die Zellulose der Kleie bestritten.

Hinsichtlich des Stickstoffumsatzes ergibt sich folgendes:

1) Durch Zufuhr Amn 30 g auf 97° erhitzte Kleie pro Tag wird die

Ausscheidung A^on Stickstoffprodukten mit den Faeces gesteigert. Wird
diese Kleie gegen in vitro verdaute Kleie vertauscht, die nur noch 10 Vo

der Stickstoffprodukte enthalt, so liefert diese Kleie einen ebenso hohen
Stickstoffverlust mit den Faeces, wie die unverdaute Kleie. Die Zellulose

der Kleie bewirkt also einen erhohten Verlust an Fiikalstickstoff, der
von den Verdauungssaften stammt. Die Resorption der Stickstoffpro-

dukte aus der Kleie ist jedoch grosser als die durch die Zellulose der
Weizenkleie A'erursachte Steigerung des Fakalstickstoffs.

2) Bei Einnehmen Amn 30 g Weizenkleie, die 1 Stunde lang auf 97°

erhitzt Avorden war, betragt die Resorption 88®/o der darin enthaltenen
Stickstoffmenge.

3) Der von den Rostprodukten aus auf 170° erhitzter Weizenkleie
verursachte StickstoffAurlust mit den Faeces ist grosser als der durch
die Kleiezellulose bewirkte Sticks! offA’^erlust.

4) Bei einer Grundkost Amn Saline und Zucker ist die Stickstoffzu-
fuhr absichtlich gering. Die Versuchspersonen zeigen eine negative Stick-
stoffbilanz. Die Zufuhr der Kleiezellulose fiihrt keine Anderung der Stick-
stoffbilanz herbei. Bei gesteigertem Bedarf an Stickstoff fiir die Ver-
dauungssafte nimmt also die Stickstoffausscheidung mit dem Earn ent-
sprechend ab. Eine Zufuhr von 30 g von auf 97° erhitzter Kleie pro
Tag verbessert die Stickstoffbilanz. Bei Zufuhr gerosteter Kleie dagegen
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leuconietliyleiic blue ns hydrogene donor. — Malonic acid in-

hibils tlic succinic acid dcbydrogenalion and fumaric acid

hydrogenalion, bolb to ibe same extent (sec Fig. 5 and 6
. p. 76

and 77),

Chap, IV, The most suitable dose of succinic acid for the

examination of its metabolism in vivo has been found. Smaller

quantities of succinic acid given by intravenous injections some-
what increase breathing without affecting the pressure in arteries

or veins. Whereas larger quantities of succinic acid lower the

function of the heart, reducing the arterial and increasing the

venous pressure (see Fig. 7 p. 81).

Chap. V. Method: The experiments have been carried out

on entire animals and on isolated organs as perfusion experi-

ments. The animals experimented on w’crc chiefly rabbits.

Elimination of succinic acid: The organism can quickly

eliminate intravenously administered .succinic acid. This

elimination is chiefly due to metabolism in the kidneys (see

Fig. 9 p. 92, Table 26, p. 93). Only 1—5 ?o of llie succinic

acid administered is secreted in the urine.

The formation of succinic acid: If the normal elimination of

succinic acid is inhibited by reducing the oxygen conveyed or

by administering malonic acid, the production of succinic acid

in vivo can be proved (see Fig, 10 and 11 p. 97—98). This is

greater in the liver, less in the muscles. When the oxygen

administered is decreased no succinic acid, or hardly any, is

formed in the kidneys. The kidneys can probably even eliminate

succinic acid under these experimental conditions.

Conclusion: In vino a metabolism of succinic acid probabhj

normally takes place. Succinic acid is on these occasions a

metabolite. In this research no support has been found of .Szent-

Gydrgyi’s theory that succinic acid should act ns cntalyst. 7'he

results can neither confirm nor contest the i)ossibi!ily of a

citric acid cycle in vivo.

The daily rythm is probably of small consequence for the

succinic acid metabolism.

The. succinic acid metabolism in other mammals: Succinic

acid metabolism of the same type as in rabbits has also brt'U

found in cats. No facts have yet been found lending to show

that metabolism of succinic acid lakes place in the same way

in human beings. The examination of this js being et>ntinued.
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Calciums und des Magnesium^ der Kost von Bedeutung sind. Die Rost-

produkte, die bei Erhitzung der Kleie (und des Brotes) auf hobe Tem-
peratur entstehen, verscbleclitern die Verdaulichkeit der SUckstoffpro-

dukte der Kleie und steigern den Verlust an Stickstoff, Calcium und

Magnesium mit den Faeces durch vermehrte Ausscheidung von Ver-

dauungssiiften. Die Slickstoffprodukte scheinen aucli nach den Menschen-

versuchen bei Erhitzung auf 170° weniger wertvoll als Bausteine des

Organismus zu sein.



Summary.

As is sllO^Yn in the Introduction and the historical review given

tliere. previous investigations on the nutritive value of bran have

yielded conflicting results on many points respecting the body’s util-

i7.ation of the protein of bran and the influence of the crude fibre on

the work of digestion and absorption of the bran constituents that are

of value to the body. The greater part of the mineral contained in the

grain of wheat is confined to the bran. Of the other constituents of

wheat bran, the vitamins of the group B and the proteins are the most

valuable. Since both vitamin Bi and the proteins are affected by heating

— thus also by baking —
,
the present work is mainl}' devoted to a com-

parative study of the utilization of the bran constituents mentioned

when derived from bran untreated with heat, bran treated with heat for

one hour at and I’FO'^ respectively. The digestibility of the nitro-

genous substances and the minerals calcium and magnesium contained

in bran has been studied by in vitro experiments at 87°. By experiments

on rats an investigation has been made into the influence exercised by

wheat bran on growth, formation of faeces, and the metabolism of

nitrogen, calcium und magnesium. These experiments have been supple-

mented by others on human adults to study the influence of bran on the

formation of faeces as well as on the nitrogen, calcium and magnesium
metabolism in man.

The main results of the investigation are as follows.

Chapter I. DIGESTION EXPERIMENTS IN VITRO.

1 A. The Extraclabilily of Nitrogenous Substances from Wheat Bran.

The digestion e.xperiments have been carried out at 37° with wheat
bran untreated with heat and treated with heat for one hour at respec-

tively 97° and 170°.

Digestion was found to be best in an alkaline medium and to in-

crease considerably on addition of enzj'me. This latter fact shows that

the enzymes are able to -penetrate through the walls of the bran-cells.

Digestion with gastric juice followed by digestion with duodenal juice

extracts from non-heated wheat bran not less than 70 per cent of the
nitrogenous substances contained in it.
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Further digestion experiments under altered experimental conditions
showed that wheat bran which has been heated at 97° or lower tem-
peratures for one hour loses practically none of its nitrogenous digesti-

bility. After four hours’ heating at 97° the digestibility is still unchanged.
On the other hand, heating at 125° or higher temperatures for one hour
substantially reduces the digestibility.

The effect of pepsin and trypsin sets in very rapidly. In the case

of digestion with a constant amount of digestive juice this rapid

liberation of the nitrogenous substances proceeds at a declining rate

during the first Jhalf-hour, subsequently becoming increasingly slower.

The breakdown products of the proteins check the proteolytic activity

of the enzymes. Prolonged digestion under ideal conditions with con-

stantly renewed digestive juices, first pepsin-hydrochloric acid, then

trypsin-sodium bicarbonate solution, releases 60 per cent of the total

quantity of bran and 88 per cent of the original amount of nitrogen.

Digestion experiments with pepsin-hydrochloric acid and trypsin-

sodium bicarbonate solution respectivelj' have also been conducted with

wheat gluten. With both peptic and tryptic digestion the digestibilitj'

is, broadly viewed, equally good for the wheat gluten whether non-

heated or heated at 97° for one hour. Heating at 170° for one hour,

however, greatly reduces the digestibility of wheat gluten.

I B. The Extractability of Calcium and Magnesium from Wheat Bran.

By dialyzing wheat bran with a frequently changed dialyzing fluid

of suitable acidity practically 100 per cent of the bran’s calcium and

magnesium compounds can be released. The extractability of these

minerals is entirely dependent on the hydrogen-iron concentration of

the solvent, and rises with this. The proteolytic enzymes exercise no

influence here. Nor is the extractability lowered by heating the bran.

Calcium and magnesium are extracted as readily from bran heated at

170° as from non-heated bran.

Chapter II. ANIMAL EXPERIMENTS.

II A. Growth Experiments.

Young rats, one month old, fed on wheat bran alone, all died within

five weeks. Of four six-month old animals kept on this diet, the males

died in 13 and 18 weeks respectively while the females are still alive

after 25 weeks.

Addition of 1 per cent of cod-liver oil raises the nutritional value

of wheat bran so much that young female rats can be reared to mature

age on it without any other addition. They remain however small and

barren.

A comparison diet gave good growth and fine animals. An addition

of vitamins Bi aud Ba to the fare, however, was found to increase the
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growth of the animals. Supplementing the comparison diet Avith 2.i per

cent of cellulose fibres also improves the growth. On a fare containing

3') per cent of wheat bran the growth of the animals is as good as

on the two last-mentioned diets, and hence better than on the com-

parison diet. Large animals of. excellent physique are obtained. If the

wheat bran added to the fare is heated, or the whole ration is baked,

the growth of the animals will be impaired.

II B. Balance Experiments.

All the animals used in the growth experiments Avere transferred at

an age of 25 AA-eeks to the balance experiments. After the animals had

been accustomed for two Aveeks to the experimental conditions, meta-

bolic experiments AA-ere conducted for four Aveeks, i.e. on 27—31 Aveek-

old animals that had been fed on the respective diets for 23 Aveeks

before the balance experiments were commenced. The following obser-

A'ations Avere made.

1) Addition of 2.i per cent of fibres to the comparison diet does not

increase the absorption of the food per g.of body weight. Animals fed

on fibre-fare grow better during, the groAvth experiment; at the balance

experiment they are bigger than the animals fed on the comparison

diet and therefore eat definitely more.

2) Following an extra supply of vitamins Bi and Bs to the com-

parison diet the animals consume a smaller amount of food per g of

body Aveight, but in spite of this they groAv as well during the balance

experiment as they have grown on the comparison diet, and have as

high a body Aveight as they have on the diet Avilh an addition of fibre.

Hence the vitamins Bi and Bi — or one of them — promote the util-

ization of the food.

3) The introduction of 35 per cent of wheat bran into the diet

results in as high a body AA'cight and as good a growth during the

balance experiment as is obtained on diets with extra fibres and extra

vitamin B. The food intake per g of body w'eight, however, increases

considerably.

4) The faeces voided Avere collected and dried to constant Aveight

at 105°. The faecal output is giAmn in percentages of the food intake.

It is not influenced by further addition of vitamins Bi and Bs. Addition
of fibre increases the quantity of faeces. This increase is proportionally
somewhat greater than that represented by the fibre addition. Supple-
mentation of the fare AA’ith Avheat bran increases the quantity of faeces
considerably more than corresponds to the fibre content of the bran.
Baking the bran diet brings about a still further increase in the
quantity of faeces. Roasted products stimulate secretion of juice and
promote peristalsis. A part of the increased quantity of faeces is con-
.‘-idcred to be deriA'ed from the digestiA-e tract.
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5) At least 60 per cent of the wheat bran is absorbed in the intestinal

canal.

With regard to the nitrogenous metabolism the following results

were obtained.

1) Of the nitrogenous substances from non-heated wheat bran, at

least 60 per cent is absorbed. Hence the absorption of nitrogenous sub-

stances is of the same order as the absorption of total bran. The bran
causes a considerable nitrogenous increase in the faeces, partly on
account of increased nitrogen from the digestive secretions. Propor-
tionallj', as lar^e a part of the bran nitrogen is absorbed, whether the

bran admixture to the food is large or small. When fed solely on wheat
bran + 1 per cent of cod-liver oil the animals retain 30 per cent of the

nitrogen supplied, although the nitrogen in the faeces amounts to 40 per

cent of the same quantity. Hence a large output of nitrogen by way of

the faeces is compatible with high nitrogen retention.

2) Increased intake of vitamin B seems to promote the body’s util-

ization of the nitrogenous substances and to lower the quantity ex-

creted in the faeces.

3) Roasting of the bran or baking of the whole ration substantially

increases the faecal output of nitrogen. This increased output is prob-

ably due to several factors, viz.

a) Impaired digestibility of the heated nitrogenous substances (Cf.

Chapter I).

b) Destruction of vitamin Bj.

c) Increased loss of nitrogen through an augmented secretion of

intestinal juice incited by roasted products.

Respecting the calcium and magnesium metabolism the experi-

ments brought out the following points.

1) Vitamins Bi and Bs — or one of them — reduce the output of

calcium in the faeces.

2) Addition of fibre in all probability increases the faecal output of

calcium. The unfavourable influence of the bran-fibres in this direction

is however more than counterbalanced by the vitamin B of the bran,

so that a diet containing So per cent of w'heat bran gives the same

calcium output by way of the faeces as one without fibres but with a

high addition of vitamin B.

3) A diet with a high content of vitamins Bi and B 2 increases the

amount of magnesium stored up in the skeleton.

4) On a diet containing 35 per cent of wheat bran the percentage

loss of magnesium with the faeces is not larger than that on a fibreless

fare with a high addition of vitamin B.

5) Baking the food at 170° for one hour increases the faecal output

of calcium and magnesium, probably on account of increased secretion

of digestive juices.
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II C. The influence of heating on Vitamin Bi of bran.

Growth experiments on young rats have shown that the Vitamin Bi

in wheat bran is not destroyed on heating the bran for one hour at

97=. On the other hand, a heating of the wheat bran at 170° for the

same time destroys ‘/a—Vs of the original amount of vitamin Bt in

the bran.

Chapter ni. EXPERIMENTS ON MAN.

In order to ascertain whether the results attained in the animal experi-

ments can be applied to human beings, a series of experiments have been

conducted on four healthy human adults, two males and two females.

In these experiments on human subjects no difference wms found

between the increase in the quantity of faeces whether the wheat bran

was heated for one hour at 97° or at 170°. VHieat bran that has been

digested with pepsin and trypsin to 40 per cent of its original quantity

gives, on an average, a faecal increase that only falls by 8 per cent

below that caused by an equivalent amount of undigested wheat bran.

Hence it is the cellulose of the ingested bran that is responsible for the

major part of the increase in the amount of faeces.

With regard to the nitrogenous metabolism the following results

were obtained.

1) Intake of 30 g per day of bran heat-treated at 97° increases the

excretion of nitrogenous products in the faeces. If this bran is replaced

by in vitro digested bran in v/hich only 10 per cent of the nitrogenous

substances of the bran is still left, this product gives as high a nitrogen

output in the faeces as the undigested bran. Hence the cellulose of the

bran causes an increased faecal output of nitrogen derived from the

digestive fluids. The absorption of the nitrogenous substances from the

bran is none the less larger than the increased rise in faecal nitrogen

caused by the cellulose of wheat bran.

2) On ingestion of 30 g of whe.at bran that has been heated at 97°

for one hour the absorption amounts to 88 per cent of its content of

nitrogen.

3) The faecal output of nitrogen caused by roasted products out of

wheat bran heated at 170° is larger than the nitrogenous output caused

by bran cellulose.

4) On a basic diet of cream and sugar the amount of nitrogen supplied

was intentionally small. The experimental subjects exhibited a negative

nitrogenous balance. No change of this balance was induced by adminis-

tering bran cellulose. Thus, in the presence of increased nitrogen needs
for the digestive juices, the elimination of nitrogen by way of the urine

diminishes in a corresponding degree. A supply of 30 g per day of bran
lioated at 97° improves the nitrogenous balance. If roasted bran is

supplied, however, the nitrogenous equilibrium is impaired, although
some of the nitrogenous substances of the bran is absorbed. Roasting the
bran at 170° for one hour causes not only an additional faecal output
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of nitrogen but also a change in the nitrogenous substances, whereby
these appear to become less suited for building up substance proper to

the bod}'.

Regarding the calcium and magnesium metabolism the foll-

owing results were recorded.

1) Addition of bran is followed by increased elimination of calcium
in the faeces. The increase in faecal calcium is greater than the quantity

of calcium supplied with 30 g of wheat bran. Hence wheat bran, in spite

of its content of calcium salts, causes a reduction of the quantity avail-

able for the body, this being due to an increased loss of the material

with the intestinal juices. A previously negative calcium balance becomes
more negative following an addition of br.an.

2) The magnesium content of bran is considerably higher than its

calcium content. Although (he magnesium level in the faeces rises after

an intake of bran, this does not imply a gain of magnesium for the

body. The amount of magnesium in 30 g of wheat bran seems, practically

speaking, to meet the adult body’s requirements of this mineral.

3) The output of calcitim and magnesium by way of the faeces was
not increased in the experiments on man by heating the bran at 170°.

This contra.st to the results from the animal experiments is probably

to be accounted for by the destruction of vitamin Bi at the heating.

In the human experiments the vitamin-Bi content of the bran plays a

less important part when the basic fare has been given an extra quantity

of this vitamin.

In view of the results set forth above, wheat bran can be recommended

as an ingredient of human food in the form of wholemeal bread baked

at the lowest possible temperature (preferably in moulds over a water

bath). From wheat bran which has not been heated to 100°, about 90

per coni of the nitrogenous substances is absorbed. In the animal as well

as the human experiments, tiie body, when fed on a bran-containing diet,

was supplied with substances exceeding half the total weight of the bran.

Wheal bran contains considerable quantities of vitamins Bi and B 2 .

With an othcnvj.se vitamin-poor diet a bran-containing broad ought in

this rc.spect to constUtite a valuable contribution to the fare. Above all.

an ample .supply of vitamin Bi is necessary in diets having a high car-

bonhydrate content such as Just bread and meal. The results from the

animal exjierirnents suggest that an abundant quantity of vitamins Bt

and B; — or one of them — is of value for the utilization of the total

diet as well as of the nitrogen, calcium and magnesium contained in it.

The roasted products re.sulting from heating the bran (and bread) to a

high temperature reduce the nitrogenous digestibility of the bran and

increase the faecal output of nitrogen, calcium and magnesium through

increased excretion of digestive juices. The nitrogenous substances, after

heat treatment at 170°, also appear, according to the experiments on

human subjects, to become less serviceable as building stones for the bodj

.
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Reyiew of tlie Literature.

Introduction.

In 1885 Paul Ehrlich, in Ms “Das Sauerstoff-Bediirfniss

des Organismus”, communicated Ms observations on animals

in which, 20—30 minutes before death, he had subcutaneously

injected certain pigments wMch in the oxidized state were co-

loured and in the reduced state colourless. He showed that the

pigments were deposited in the cells, and that the tissues appear-

ed in different colours according as the substances in them were

found in oxidized or reduced form. Alizarin blue, wMch in vitro

is only to be reduced by strong reducing agents, was found, for

example, in the liver, the lungs and the adipose tissue in the

reduced form, wMle in other organs such as the heart, the grey

matter of the brain and the diapMagm, as well as in the sub-

maxillary and mammary glands, the pigment was found in the

oxidized state. In experiments with indophenol blue, wMch is

much more easily reduced than the previously mentioned pig-

ment, the same result as with alizarin blue was obtained in most

of the organs. Certain differences were, however, observed. The

indophenol blue was found in the reduced form also in the sub-

maxillary and mammary glands. Ehrlich considered that the

results of these experiments justified Mm in drawing certain

conclusions concerning what one might call the "oxygen-need”

of different organs, and what he himself designated as “der

Sauerstoff-ungesattigte Zustand des Protoplasmas”. The liver,

lungs and adipose tissue, according to him, had such a great

“oxygen-need” that even a pigment like alizarin blue was re-

duced; the sub-maxillary and mammary glands, on the other

hand, had not so great an oxygen-need, so that indophenol

blue, but not alizarin, was reduced; while finally, the cardiac

musculature and the grey matter of the brain were saturated

in respect of oxygen.
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Ehrlich’s interpretation of the experiment is a typical il-

lustration of the current notions of his time. The cell as a whole

was considered to he responsible for the reactions that took

place. Not until later, with the further development of bio-

chemistry, did the view emerge according to which the cell can

be regarded as an organism in little, consisting of parts that are

coimected in a characteristic way. These have each their own

specific functions, and all the parts together form a unit for the

performing of all the reactions that characterize the life of the

cell. That the occurrence of substances in oxidized or reduced

form in the cells should constitute a criterion of “the oxygen-

need of the protoplasi7i” can therefore not quite be brought into

line with our present view.

At the time w’hen Ehrlich's experiments were carried out

attempts had already been made to arrive at an understanding

of the oxidative metabolism in the organism. One can follow

the development in the literature from the idea that oxygen is

activated, to the theory of activators and the first proofs of their

existence in biological substances, right up to our present view

of the problem, according to which the oxido-reduction processes

are regulated by “enzymes” or “ferments”.

As early as 1855, Schonbein, in studies of ozone and hydrogen

peroxide, had foimd that plant and animal tissues were able,

in common with ferrous salts, to activate hydrogen peroxide

and other peroxides, and by oxidation to colour guaiac tincture

blue. In his opinion, by the mediation of certain substances in

the blood, oxygen underwent a “polarisation” and became ozone,

and this, together with water, formed hydrogen peroxide. ScHON-

BEiN interpreted the ability to split peroxides as a property

inherent in the tissue as such, and not until long afterwards did

Eaudnitz (1899; 1901) and Loew (1901) make it clear that

the activation was due to special ferments, catalases and perox-

idases, of which the former liberate oxygen from hydrogen per-

oxide, and the latter transfer oxygen from hydrogen peroxide
to certain substrates.

On the basis of certain experiments, Hoppe-Seyler (1883)
advanced the hypothesis that the oxidation in vitro was to be
explained by the arising of “active” oxygen, oxygen in the atomic
state. The oxidation in the cells, he assumed, was performed
in an analogous way. The active oxygen was supposed to be
formed by a splitting of the oxygen molecules by active hydro-
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gen arming in reduction processes, the splitting being accom-

panied by the formation of water and “free oxygen”.

The importance of catalysts in oxidation was demonstrated

by Tratjbe (1882), also in connection -with experiments in vitro.

By means of certain difficultly oxidizable metals in a finely di-

vdded state, the oxygen atoms in the oxygen molecule and in

certain oxygen-rich compounds such as hydrogen peroxide are

“activated” and should then be able at ordinary temperature -to

oxidize not easily oxidizable substances. According to Traube,

a similar activation of oxygen took place in the metabolism

in the organism, in •which connection the tissue as such served

as catalyst. This hypothesis came to be, however, of only

theoretical interest for his time, as he could not bring forward

any- experimental proof of its correctness.

The catalyzing effect of the tissues in oxidative reactions was

first demonstrated by Gad and Wurster (1887) who observed

a rapid blue colouring of tetramethylparaphenylendiamine in

the presence of, amongst other things, muscle preparations.

Eohmann and Spitzer (1895), however, published the work

that proved of the greatest importance for the further develop-

ment of the experimental investigations in this field. These

authors found that indophenol blue, one of the pigments that

Ehrlich had employed ten years previously in the investiga-

tions that led to the assumption of “der ungesattigte Zustand

des Protoplasmas”, was rapidly oxidized in the presence of tis-

sues. This function of the tissues was considered to be due to

the fact that they contained certain oxygen activators, or oxida-

tion ferments.

At about the same time that Eohmann and Spitzer’s in-

vestigations were carried out, the literature was enriched -with

articles on researches on substances with similar oxidation-

promoting properties. An enzyme that oxidizes monophenols,

“monophenolase” or “tyrosinase” was described by Bourquelot

and Bertrand (1895). As early as 1883, Yoshida had demon-

strated the occurrence of “polyphenol oxidase” in the Japanese

lacquer-tree. As has previously been mentioned, Loew, also at

the tmn of the century, showed that the hydrogen peroxide-

splitting capacity of the tissues was due to two different ferments,

catalase and peroxidase.
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Earlier Inyestigations on Indophenol Oxidase.

Reference has already been made to Rohmann and Spitzer’s

demonstration of the capacity of various tissues to activate the

formation of indophenol blue from a-naphthol and dimethyl-

paraphenylendiamine. The activating substance could be ex-

tracted from the organ, and it retained its activity even after

alcohol and acetone precipitations. This reaction, which has

been very largely employed in later investigations, is generally

referred to as the Nadi-reaction (the designation has arisen from

the use of the two first letters in the two reagents), and it has

been considered to be due to the occurrence in the cells of a

special ferment, indophenol oxidase.

Spitzer (1897) continued the investigations alone, and came

to the conclusion that the oxygen activator that could be ex-

tracted from the cells was to be looked upon as a nucleo-proteid.

He also found that iron was present in the activator, being bound

in such a way that it could not be split off by the action of

hydrochloric acid or alkali.

In a great many investigations this Nadi-reaction was employ-

ed for the qualitative demonstration of oxidases in both the

plant and the animal kingdoms, and one can scarcely find any

tissue that has not been investigated. With the help of this

reaction it has been ascertained that the catalyzing substance

is very widely distributed, as all aerobically living cells seem to

contain it.

In the works that were published during the decade immediate-

ly following the turn of the century, oxidase and peroxidase

reactions were not always distinguished with sufficient strict-

ness. It was chiefly in a series of works by Chodat and Bach
that their different functions were made clear by investigations

of plant material. In 1903, moreover, these authors were able

to advance definite proof of the existence of ferments with such

specific functions, as they were able to isolate oxidases and per-

oxidases from each other by fractional alcohol precipitations.

By oxidase reaction is meant a reaction where the oxidation

of the substrate takes place on the basis of an “activation” of

violeciilar oxygen. This activation implies that the oxygen is

converted to such a form that it has a tendency to enter into

reactions. A reaction is referred to as a •peroxidase reaction if

oxygen is transferred by the mediation of a ferment from a per-
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oxide to a substrate. For the demonstration of oxidases in ani-

mal tissues tbe above-mentioned Nadi-reagent bas generally

been employed. By tbe consumption of oxygen tbe substances

in tbe reagent are oxidized and form a blue compound. Tbe
reaction may take place by autoxidation of tbe reagent itself,

tbougb in tbis case tbe velocity of tbe reaction is low. It can,

however, be increased under tbe influence of catalysts in tissues,

wbicb bas been considered to be a function of tbe oxidase con-

tent. According to Rohmann and Spitzer, tbe Nadi-reaction

takes place in t,wo phases:

>OH

/ \

+ 0
—H,0

> (CH3)iN-< NH- )0H

/ \

(CH3)3N-<' >-NH- (CH3)3N-/“\-N=<(J>=0
/ \ ' “ / \
\_/ \_/

Guaiac tincture and benzidine, wbicb give a blue colour in

tbe presence of hydrogen peroxide and an activator, are gener-

ally employed for tbe demonstration of peroxidases.

It has not previously' been observed that upon tbe autoxida-

tion of tbe Nadi-reagent hydrogen peroxide is formed. Tbis

observation of tbe author will be further discussed in tbe experi-

mental part of tbe present work, but attention may be drawn

to tbe fact already here, for it must be taken into consideration

in tbe estimation of tbe results where tbe reaction has been ex-

plained as being due only to tbe presence of an oxidase.

V. CzYLARZ and v. Furth (1907) showed that also in organs

of animal origin it was necessary to distinguish between oxidase

and peroxidase reactions. They showed that several positive

reactions that bad been observed on addition of only guaiac

tincture to a tissue, and that bad been interpreted as being due

to oxidases were actually caused by peroxidases. Tbe reason

why reactions without tbe addition of hydrogen peroxide bad

been obtained was that tbe reagent in question, guaiac resin,

bad formed peroxides in tbe presence of oxygen. Linossier

(1898) bad already drawn attention to tbis formation of per-

oxides.

In a number of very well-known works, Vernon, and Bat-
TELLi and Stern have given accounts of investigations on tbe
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occurrence and activity of indophenol oxidase. By working out

a quantitative determination metkod, Vernon (1911) was able

to give the content in the different organs of tbe activator in

question, and then to correlate this with the previously known

functions of the different organs.

The determinations of the activity were carried out under

such conditions that the formation of hydrogen peroxide by

autoxidation must have been greatly favoured. Vernon used

up to 1 gr. of ground tissue, and allowed this to act upon 5 ml.

of Kadi-reagent in a PETRi-dish with a diameter of 8.8 cm. for

1—

0

hours. From these data we see that the contact surface

between air and fluid was considerable, being 60 cm.^, and that

the layer of fluid was not more than about 0.1 cm. The coloured

substance that was obtained was dissolved in alcohol and de-

termined colorimetrically.

The catalyzing effect of different organs was compared by
Vernon, who found it to be greatest for cardiac musculature.

The effect for skeletal musculature, kidneys and brain was only

about half as great, and even considerably less for the paren-

chyma of the liver and the lungs. The results obtained were

compared with Ehrlich’s observations, the comparison showing

that the oxidase content was on the whole inversely proportional

to the “reducing capacity” of the organ. Vernon suggested

that the oxygen-activating substance in the cell formed perox-

ides, which could be used for the oxidation of suitable substrates

through the mediation of a peroxidase. In those tissues which
contained only small amounts of oxidase the peroxide formation

should thus be slight. In such tissues there would therefore tend

to accumulate an excess of reducing substances. Vernon con-

sidered that he had some support for his assumption of the pre-

sence of two different activators in the circumstance that on being

warmed up to 60° G. the tissues lost their capacity to form in-

dophenol blue aerobically, while the peroxidase activity -reniain-

ed intact. The substance that activated the molecular oxygen,

the oxidase, that he called “oxygenase”, was in his opinion ther-

molabile, while the peroxidase, as being thermostable, was not
considered as a ferment in the strict sense. At that time a dif-

ference was made between "oxidases”, which could be extracted,

and “oxygenases” (Bach and Ghodat, Vernon) or “oxidones”
(Battellt and Stern), which could not be extracted from the
cell structure.
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The method used by Vernon in the determination of the oxi-

dase effect by measuring the amount of coloured substance

formed Tvas sho'mi by Battelli and Stern (1912) to suffer from

certain defects. So, for example, a-naphthol had an inhibiting

effect on the oxidation, and already-formed indophenol blue

\vas easily decolorized by reduction under the influence of re-

ducing substances in the tissues. They therefore worked out a

new method, using as a criterion of the oxidase effect the con-

sumption of oxygen gas. They found their results to agree, on

the whole, urith Vernon’s. Thus, the oxidase effect was, in

relation to other organs, considerable in e. g. the heart and mus-

culature. They found, however, an interesting exception. Ver-
non had shown that the indophenol formation with liver tissue

as activator was slight. Battelli and Stern found the oxygen

.consumption, in experiments on the liver, to be equal to that

which one finds, for example, in muscles and kidneys. Certain

observations made by Vernon and interpreted by him as being

due to the occurrence of two catalysts, an oxidase ap'd a peroxi-

dase, were followed up by Battelli and Stern. Basing their

statements on the results from their experiments, they asserted

that the formation of indophenol blue is due to only one ther-

molabile oxidase, and that the thermostable factor giving the

impression of a peroxidase was to be explained as an unspecific

peroxidase activity of the hemoglobin.

In a third communication Battelli and Stern (1914) gave

an account of further investigations on the oxygen activator in

the tissues. The substance that was considered to be respons-

ible for the oxidation of paraphenylendiamine had not previously

been obtainable free from cell structures. By means of a power-

ful mechanical grinding process in a mill designed by Borrel,

however, the cells were disintegrated. The substance did not

lose its activity in this process, and was dissolved, on extraction,

with faintly alkaline solutions. It was influenced in its activity

by the same factors as when it was bound to the cell structures.

The substance was precipitated in faintly acid solution and

again dissolved, after centrifugation, in faintly alkaline solution.

The result thus showed that as long as the cells retained their

structure, the oxidase was not extractable and only when the

•tissue was destroyed, was it possible to dissolve the ferment.

The authors believed that on account of these properties the

oxidase was closely akin to the nucleoproteids.
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Morphological Investigations.

•The observations made by Rohmann and Spitzer, that tissues

are able to catalyze the formation of indophenol blue by oxida-

tion, have given rise not only to the investigations already

mentioned, in vhich attempts have been made to arrive at

a clear idea of the mechanism of this effect, but they have also

inspired attempts to localize the occurrence of these activators

in the cells.

Winkler (1907) demonstrated that leucocytes of different

origin, fixed in alcohol-formalin and stained vrith Nadi-reagent,

showed small blue grains in the cytoplasm. The reaction was

characteristic for leucocytes and leucocyte-containing tissues;

other tissues and cells gave negative result.

A number of investigators, especially Schultze (1909), v.

Gierke (1909) and Grape (1912; 1922), showed, however, that

the reaction could be applied also with other cells, if it

was performed in a modified way. According to Graff (1922)

the reaction was divided into two groups, the “myelo-Nadi-

reaction” and the “tissue-Nadi-reaction” (“Gewebs-Nadi-reac-

tion”).

Graff spoke of a “myelo-Nadi-reaction” when the staining

was carried out in alkaline solution with formalin-alcohol fixed

preparations, and of a ''tissue-Nadi-reaction” when the reaction

was performed on tissues that had not previously been fixed,

and when the staining was carried out in a buffer solution at

pH 8.0—9.0.
It is apparent that the methods for demonstrating the oxida-

tion catalyst are in the two cases very different. Despite this

difference in the procedure, however, Graff did not consider

them to be different in principle or conditioned by differences in

the ferments that produced the reaction. He regarded it as prob-

able that the morphological structure of the cell was decisive for

the result of the reaction. In the former case protective sub-

stances would prevent an inactivation of the ferment, while

the activator in the latter case would more easily be influenced

by injurious substances. This explanation of the differences of

the reaction has never been completely accepted, and several

other possibilities have been suggested — e. g, that the mye-
loic elements contain catalysts which are not to be regarded as

ferments.
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The activator that causes the tissue-Nadi-reaction is probably

one of the most commonly occurring in Nature. It is clear from
all the investigations that have been made that all aerobically

living cells give a positive reaction.

Graff (1922) showed that the indophenol formation was in-

hibited by hydrogen cyanide in very small concentrations

(m/10,000). The general distribution and the cyanic inhibition

of the indophenol oxidase were factors that led him to suggest

that this ferment might be identical with the iron catalysts in

the cells described by 'Warburg (1914; 1921).

Investigations on Iron-Containing Oxidation Ferments.

Since the middle of the 1920’s, the current view of the oxida-

tion processes in the cells has undergone a great change through
the discovery and isolation of a number of substances having
the capacity to bring about oxidative reactions.

Earlier, it had been warmly discussed as to how far an activa-

tion of oxygen by iron-containing substances was the necessary

condition for the oxidation in the tissues, as Warburg thought,

or whether, as Wieland conceived the matter, the oxidation

was to be regarded as a dehydrogenation. These two views

were obviously conflicting and apparently mutually exclusive.

V. Szent-Gyorgyi (1924) showed that there were strong reasons

in favour of both opinions, and that they could be suitably

combined, pointing out that the oxygen activated by iron

compounds would react with active hydrogen formed during

d^ydrogenation.

''^Warburg et al., who had earlier demonstrated the importance of

iron as a catalyst in the activation of oxygen, showed in a later

work (1928) that in certain cells there was a substance that re-

gulated the aerobic oxygen uptake. Since carbon monoxide had
an inhibiting effect which was more or less counteracted by
irradiation with light of different wave-lengths, the absorption

spectrum of the substance (“das eisenhaltige Atmungsferment”)

could be determined photo-chemically. The absorption-bands

found in this connection corresponded to those that had been

found for iron-porphyrin compounds bound to proteins. The

light-absorption for the carbon monoxide compound of the fer-

ment had four maxima in the visible part of the spectrum, at

593, 540, (520) and 433 m^ (Kubowitz and Haas, 1932). The
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strongest bands, at 593 and 433 m/n, are displaced towards tbe

long-wave direction by about 20 m/i as compared witb tbe carbon

monoxide compounds of protobeme-protein compounds sucb as

CO-bemoglobin and CO-myoglobin.

It bad long been known that in all cells where oxygen was

consumed there were spectroscopically observable compounds,

which JIac Munn (1886; 1887; 1889) referred to as histohematins

or myohematins, and which Keilin (1925) later called cyto-

chromes. These substances are reversibly oxido-reducible, and

one can observe in the spectroscope characteristic absorption-

bands for the oxidized and for the reduced forms respectively.

They do not react with carbon monoxide or hydrogen cyan-

ide. Nevertheless, their aerobic oxidation in the cells is inhibited

by HCN" and CO. Warbubg et al. considered this to be

due to the fact that for the oxidation of the cytochromes an

autoxidizable compound was required, that was inhibited by
both carbon monoxide and hydrogen cyanide (“das Atmungs-

ferment”).

In 1929 Keilin published a work in which he gave experi-

mental proof that the previously mentioned indophenol oxidase

in yeast and in cardiac musculature was the same substance as

that which oxidized certain reduced cytochromes. Indophenol

oxidase, cytochrome oxidase and Warburg’s oxygen-transmitting

enzyme of respiration were thus tO' be regarded as one and the

same ferment.

In a later work, Keilin and Hartree (1938) showed that the

oxidase in cardiac musculature does not directly oxidize p-phe-

nylendiamine, but that this oxidation takes place through the

mediation of cytochromes. The mechanism was thus as follows:

the cytochrome oxidase oxidizes cytochrome and this in its turn

the substrate. A ferment, indophenol oxidase, did not exist as

such, but consisted of a system comprising cytochrome and

cytochrome oxidase.

In a preliminary report, Altschul, Abrams and Hogness
(1939) communicated that they had isolated a soluble cyto-

chrome oxidase from yeast. The complete analogies in the in-

hibitory relations (HCN, CO, catalase) between the soluble cy-

tochrome oxidase and the peroxidases isolated from plant ma-
terial by Theorell and Swedin (1939; 1940) led Theorell
(1940) to express the thought that this oxidase might really have

a peroxidase effect. Altschul, Abrams and Hogness (1940)
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also showed in a later publication that the activator that they

themselves had previously regarded as an oxidase was a peroxid-

ase which as a specific substrate had reduced cytochrome. It

was therefore called cytochrome peroxidase.

The cytochromes show 4 absorption-bands on spectroscopic

examination after reduction. The three first, a, b, and c bands

have proved to be a-bands for three different cytochromes, while

the fourth band is the /?-band for the one, or possibly for two,

of the cjdochromes. The different components have been called;

cytochrome a, (a-band in the red wave-length region), cytochrome h

(a-band at 555—566 m/t) and cytochrome c, (a-band at 550 m/x).

The exact position for the bands varies somewhat in different

objects, and according to these displacements one can classify

the components in sub-divisions. The most unhomogeneous of

the cytochromes is the a-group, with a-bands situated between
585 and 645 m//, and various substances that belong here have
been classified as a, a^, a; and ag.

Cytochrome a and aa probably contain the same heroin com-
pound, as they have the same absorption-band at 605 my.
According to a work by Keilin and Habtree (1938), the one

(a) is not autoxidable and reacts neither with carbon monoxide
nor with hydrogen 'Cyanide, while the other (aa) is autoxidable

and reacts with both, carbon monoxide and hydrogen cyanide.

The carbon monoxide compound that was formed by ag showed
an absorption-band at 593 m^, or at the same wave-length

as Warburg et al. had determined photo-chemically for the

corresponding band of the carbon monoxide compound of the

oxygen-transmitting ferment. Keilin and Hartree therefore

consider cytochrome aj to be the same as the respiratory

ferment. For certain reasons, however, it was thought not to

be identical with cytochrome oxidase.

A direct spectroscopic investigation of a suspension of Bact.

pasteurianum by Warburg and Negelein (1933) showed the

presence in these organisms of a substance with characteristic

bands, that were supposed by them to belong to a cell oxidase.

In the absence of oxygen, besides the a-band of the reduced

b and c cytochromes, a diffuse absorption-band in yellow was

observed, which was assumed to be the a-band of the reduced

oxidase. In carbon monoxide atmosphere a carbon monoxide-

ferment compound was formed with absorption-band at 593 my,
an absorption maximum that corresponded to that which had
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been found for tbe oxygen-transmitting ferment. If tlie suspen-

sion was saturated with oxygen, this band disappeared, as did

also tbe cytochrome bands. If, however, the suspension was

saturated with oxygen in the presence of cyanide, the bands

belonging to the reduced cytochromes remained, while a new band

appeared at about 640 mfi. This band, according to Warburg
and Negelein, was due to the formation of a cyanide compound

with the ferment iron, and this blocking of the active group of

the ferment would explain why the reduced cytochromes b and

c were not oxidized.

Keilin (1933; 1934) expressed the view that this substance

was not to be regarded as an oxidase or an oxygen-transmitting

enzyme, but that it was a derivative of the cytochromes, and

probably of the cytochrome a. He showed that the absorption

spectra for different cultures of Bact. pasteurianum varied with

the strain of the organism, the culture medium and the age of

the culture.

Spectroscopic investigations of other micro-organisms also

showed a great variation in the absorption-bands of the cyto-

chromes. In the majority of cases the spectrum that has been

given as the usual one for reduced cytochromes was observed

with a-bands at 603, 565 and 550 m/z; but in other cases the

absorption-bands were quite different. In Bact. proteus and

B. coli, for example, a band at 560 m//, called bj, took the

place of the b and c bands, while two bands, one faint band
at 590 m/4 (aj) and a stronger one at 628 m/4 (a,) took the

place of the a band. On shaking -with air, the band at 628 m/4

was replaced by one at 645 m/4. These bands at 628 and 645

m/4 are thus the a-bands for the reduced and oxidized forms of

a component of the ao group.

On the addition of hydrosulphite to a suspension of baker’s

yeast, which had been carefully acidified with hydrochloric acid

in the presence of oxygen, a compound was obtained that did

not show the normal a band at 603 m/4 but only a faint shadow
in yellow. In the presence of carbon monoxide a sharper band
at 596 m/4 appeared.

These experiments showed that the cytochromes in different

cells did not have a uniform structure, and Keilin considered

that the cytochromes, especially cytochrome a, were labile sub-

stances that were easily converted. The compound described by
Warburg and Kegelein was presumed to be such a conversion



VERDOPEROXlDiVSE. 17

product, and Keiltn therefore declared that it had no function

as oxidase or oxygen-transmitting enzyme. \

The active groups in peroxidase from horse-radish and yeas%

as ^vcll as in catalase, have also been shown to be iron-porphyrin^x

compounds.

In an earlier work by Willstatter and Pollixger (1923) the

actmty of the horse-radish peroxidase was considered not to be

due to iron compounds. On the contrary, Keiltn and Mann (1937)

were of the opinion, that this peroxidase was a hemin-proteid

similar to raethemoglobin with absorption-bands in the visible

part of the spectrum at G45, 583, 548 and 498 m/<. Theorell

(1941) showed that these bands, which had been considered to

belong to one compound, were due to two peroxidases with diff-

erent absorption-bands. Peroxidase I was a parahematin, which

on reduction with hydrosulphite showed absorption-bands at

5G5 and 535 m/<; and peroxidase II showed points in common with

methcmoglobin. Final proof of the occurrence of the hemin as

a prosthetic group in peroxidases was also given by Theorell.

In acetone to which HCl had been added, peroxidase II was

split into two components, a colourless protein component and

a hemin component. Taken separately, these were inactive. If,

however, protohemin was added to the protein component, a

fully proportional reactivation of the ferment was obtained.

The peroxidase from plants, according to an earlier communi-

cation by SwEDiN and Theorell (1939), also acted as dihydroxy-

maleic acid oxidase. This effect was explained as being due

to an intermediary hydrogen peroxide formation occurring in

the oxidation of the dihydroxymaleic acid. Both of the two

peroxidases have this property. Here, then, is an illustration

of the fact that a peroxidase may, under certain conditions,

act as an "oxidase”.

The cytochrome peroxidase isolated by Altschul, Abrams
and Hogness (1940) had the specific effect that in the presence

of hydrogen peroxide it oxidized cytochrome c, while other sub-

strates such as pyrogallol were not oxidized. The preparation

contained 0.30 % of hemin, and showed a spectrum that was

typical for iron-porphyrin-protein compounds.

The disintegration of hydrogen peroxide was proportional

to the hemin content of different catalase preparations, shown
by Zeile and Hellstrom (1930); and Stern (1936) proved

that the catalase hemin was protohemin. The catalase preparations

2—4ilOS6



KJELL AGNER.IS

in purest form from liorse and cow liver (Agner, 1939, Sumner

and Dou>'CE 1939) contain hemin-bound iron in a concentration

of 0.09 and 0.05 % respectively

The Structure of the Hemins in Certain Oxidation

Ferments.

Absorption maxima for the carbon monoxide compound of

the oxygen-transmitting ferment showed, in relation to those

of the protohemin, a displacement of on the whole 20 mfi. In

order to gain an insight into the structure of the hemin compound

of the oxygen-transmitting ferment, Warburg sought for other

substances ha\dng absorption-bands agreeing with those of the

respiratory ferment. He found such substances among the so-

called mixed-coloured hemins. The porphyrins, from which

these hemins derive, were obtained by reduction of chloro-

phyll and were called pheoporphyrins. From pheoporphyrin b

he produced pheohemin b, coupled this to globin and thus ob-

tained a compound whose carbon monoxide compound, com-

pared with the oxygen-transmitting ferment, showed a displace-

ment of the Soret-band by 2 m/x and of the a-band by 8 m//

towards the red end of the spectrum. He came still closer,

when he coupled spirographis hemin to globin. The deviations

were then only 1 and 4 m/t respectively.

Of course, such a similarity in the position of the absorption-

bands can only be considered to be a probable proof of similarity

in the structure of the compounds. The spirographis hemin
and the pheohemin both contain, besides the oxygen in the

carboxyl groups, one oxygen atom per molecule. Spirographis

hemin, for example, contains a formyl group instead of a vinyl

group. In the same way, the hemin of the oxygen-transmitting

ferment probably contains oxygen in some oxidized side-chain.

The c3rtochrome ai group, which has absorption-bands at 586
—590 m/i, are probably hemochromogens, containing hematin

compounds with oxidized vinyl groups described by Negelein
(1933) and Roche and BEx:fivENT (1936). The spirographis he-

min, as also perhaps the hemins of the oxygen-transmitting

ferment (according to Keilin a,) and of other a c3rfcochromes,

may therefore perhaps be conceived as formed from protohemin
through oxidation of one or both vinyl groups.

According to Lemberg ct al. (1937; 1938; 1939) the bands
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for a, were not to be considered as belonging to uniformly con-

structed compounds. The band at 028 m/t in Bact. coli derived

from a bile-pigment. The h5'drogen cyanide compound with an

absorption-band at 639 m/<, which Warburg et al. had observed

in suspensions of Bact. pastcurianum, was considered to be an

iron-oxjTJorphyrin compound, arising under non-physiological

conditions.

That the structure of the porphyrin in a hemin-containing

ferment determines the position of a ferment’s absorption-bands,

is also exemplified by cytucliromc c (Theorell and Akesson
1941). The absorption-bands for the latter are in relation to

the corresponding bands of the proto-hemin compounds displaced

about 7 m// towards the blue. This displacement is explained

by the fact that the prosthetic group of the cytochrome has

been formed from protohemin by the addition of sulfhydryl

groups to the ^•inyI groups (Tiieorell 1938; 1939; Zeile and
Meyer 1939).

Oxidation Ferments in White Blood Corpuscles.

As early as 1808, Klebs, and a few years later, in 1872,

Strxtve, showed that guaiac tincture, that Schonbein had used

in demonstrating activated oxygen, was stained blue by pus. A
number of further investigations on this observation were carried

out, and Achaeme (1899) supplemented these with the informa-

tion that also the formation of indophenol blue from dimethyl-

paraphenylendiamine and a-naphthol was activated.

An attempt to characterize more precisely the substance that

provoked these reactions was made by Brandenburg in 1900.

He showed that besides pus, also leukemic blood was able to

stain guaiac resin blue. Also bone-marrow, unlike other organs

such as the thjnnus, spleen and lymph glands, showed a positive

reaction. From his results he came to the conclusion that bone-

marrow and the leucocytes deriving from it, unlike lymphocytes,

lymph glands and other tissues, were provided with a substance

that could be demonstrated by means of the above-mentioned

reaction. He isolated the active substance and found, inter alia,

that it contained iron and phosphorus so bound that they were

not easily liberated from their compounds. Certain properties

of the substance were considered by him to constitute support

for the assumption that, as Sbitzer had'shown in 1897 for oxygen
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activators isolated from other material, it consisted of nucleo-

proteids. He suggested that the activity did not belong to the

isolated substance as such, but that it might be bound to a fer-

ment, which, however, was not to be separated from the nucleo-

proteid.

These investigations were continued by Meyer (1903), who

once again showed the difference between white blood corpuscles

belonging to the mycloic and the lymphatic forms respectively.

Blood from patients with myeloic leukemia showed a strong

blue colouring in the guaiac reaction, while he did not find

this in cases of lymphatic leucemia. That the substance that

provoked this reaction was only a conversion product in the pus

cells, or appeared in the leucocytes in such a disease as myeloic

leucemia, was excluded by Meyer’s demonstration of their oc-

currence in leucocj’tosis in a case of pneumonia. Like. Branden-

burg, 3Ieyer also found that the substance that caused the

reaction could be extracted from the cells. He also demonstrated

its precipitability with alcohol and ammonium sulphate and its

thcrmo-sensitinty. The preparations purified by alcohol and

ammonium sulphate precipitation gave strong guaiac reaction

but not a trace of biuret reaction, from which he drew the con-

clusion that the reaction should be activated by substances of

a non-protein nature.

The works referred to above have shown that white blood

corpuscles and substances isolated from these stain guaiac tinc-

ture blue. This function was believed to be due to an oxidase

present in the cells. Linossier, however, in 1898, had shown
that such a colour reaction with guaiac resin or similar chrom-
ogens with pus as activating substance only takes place on addi-

tion of hydrogen peroxide, and that what had sometimes been
called an oxidase reaction was actually a peroxidase reaction.

Only a very small amount of hydrogen peroxide is necessary,

and the peroxide that may be formed in the reagent in the pre-

sence of oxygen, even in a relatively short time, is quite sufficient

to provoke the reaction.

The problem concerning the occurrence of peroxidase in the

leucocytes was complicated by the fact that Moitessier (1904)

had shown that hemoglobin and other hemin compounds were
also able to catalyze peroxidase reactions. The question as to

whether the reaction activated by the white blood corpuscles

could be due to compounds deriving from the blood-pigment



VERDOPEROXIDASE. 21

was dealt with hy v. Czyearz and v. Furth (1907). A radical

difference in the peroxidase function of the hemoglobin or hemin

on the one hand and leucocytes on the other was demonstrated

by a comparative study of the colour development, using hydro-

gen peroxide and leucomalachite green as substrate. The per-

oxidase from leucocytes showed at first a great activity, with

strong development of colour, which gradually diminished and

finally stopped altogether. The peroxidase effect of the hemin

compounds, however, was proportional to the time. They consid-

ered that this difference in the peroxidase effect of the differ-

ent preparations must be conditioned by a difference in the nature

of the two substances, and that the leucoc}d;e peroxidase was

to be regarded as a specific ferment.

The oxygen-activating capacity of the leucocytes has since

been further described in a number of works. The results com-

municated are, however, very varying, ovdng to differences in

the carrying out of the experiments and to the fact that different

reagents have been used. So, for example, Mancini (1910) writes

that leucocytes from horse-blood showed a very strong oxidase

reaction with the Nadi-reagent, while no peroxidase reaction

could be demonstrated. TscHERNORUZia (1911), on the other

hand, found that leucocytes obtained by injecting sterilized

aleuronate into the pleural cavity in dogs gave a strong peroxi-

dase, but no oxidase effect with fresh guaiac tincture.

Although v. CzYLARZ and v. Fueth had shown very beauti-

fully that leucocytes contain a peroxidase whose effect differs

in a characteristic way from that which is provoked by hemo-
globin or its derivatives, one nevertheless finds a number of authors

in the literature expressing the opinion that the peroxidase effect

of the blood is due solely to the unspecific activity of the oxy-
hemoglobin. This view was disproved again by Nikolajew
(1928), who isolated leucocytes from horse-blood and found in

an extract of these that there was no parallelism between the
peroxidase effect and the intensity of colour of the extract. He
therefore considered that the peroxidase activity could not, at
all events, be explained solely through the occurrence of blood-
pigments, but that there ought to be a specific ferment.
Winkler (1907) had discovered, as previously stated, in his

morphological studies that on staining of preparations with the
Hadi-reagent small blue grains were deposited in the cyto-
plasm of the leucoc}i}es. This observation was interpreted by
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lum as being due to the occurrence in the cells of a special activ-

ator, "oxidase”. The reaction proved to be characteristic for

leucocytes and leucocyte-containing tissues, such as bone-mar-

row, and also for the lachrjTnal and the salivary glands. Other

tissues and cells gave negative results, and it should be pointed

out as especially’ noteworthy that lynnphocytes did not contain

such oxidase.

Besides the micro-chemical worlcs, in which the activating

substance has been described as an oxidase, a large number of

investigations have been carried out in which activators causing

peroxidatic reactions have been demonstrated. So, for exam-

ple, Fischel (1910), using a benzidine reaction, found a thermo-

labile peroxidase in the cydoplasm of eosinophil and neutro-

phil leucocytes, while the lymphocytes and basophil cells did

not give any such reaction. It has been discussed as to whether

this activator for the peroxidase reaction is identical with that

wluch caused the above-mentioned oxidase reaction, or whether

there e.xist tv'o different ferments. The discussion has not brought

forth a decisive proof of either view.

An observation by Weiss (1891) showed that the white blood

corpuscles arc broken down under digestion with trypsin, though

the eosinophil granules in the cells were in tliis connection very

resistant. Using a similar procedure, Petry (1908; 1912) isolated

eosinophil granules from white blood corpuscles and from the

cells in bone marrow. In two reports he gave an account of the

results, and was able to characterize the substance obtained to

a certain extent. It was difficultly soluble and resistant to trypsin

and alkali, and stainable with acid pigments. It also contained

iron.

The function of this substance was not, however, investigated

by* Petry, and not until 1921 did Neumann show that the

eosinopliil granules had a very strong peroxidase effect. From
Icucocy'tes from horse-blood he prepared a greyish green substance
which gave an intensive peroxidase reaction. On staining with
cosin the preparation took on a pink colour, and microscopic
examination showed grains with red-stained contours, the in-

terior of the grains being stained yellow-red. In all probability
the substance prepared by Neumann received its colour and its

effect from the verdoperoxidase”, that will be described in the
following.



Experimental Inyestigations.

Introduction.

The catalase preparations obtained in purest form from

cow and horse liver (Sumner and Dounce, 1939, Agner, 1939),

have been found to contain, besides protohemin (Stern, 1936),

a green coloured substance, biliverdin (Lemberg et al., 1939).

It is as yet quite uncertain as whether the biliverdin has any

significance in relation to the function of the catalase. This is,

of course, possible; but on the other hand it is quite conceivable

that the occurrence of the biliverdin in liver catalase is due to

the presence of large amounts of bile pigment in the liver, and

that the linkage of the biliverdin in the liver catalase molecule

is to be regarded as a mere coincidence and a result of the par-

ticular milieu. It therefore seemed to be of interest to try whether

catalase prepared from other material than liver would also

contain such a pigment. For this reason a leucocyte-rich material

was chosen for the experiment, namely, empyema. The isola-

tion of catalase from this material proved, however, to be con-

nected with considerable difficulty, partly on accotmt of the

low catalase activity of the material, and partly owing to the

disappearance of this activity in the process of preparation.

These experiments have thus not led to any result in the above-

mentioned question.

The empyema proved, however, to contain certain other pig-

mented substances with characteristic absorption-bands, sub-

stances which it has also been possible to isolate from other leu-

cocyte-rich material. As will be shown in the sequel, these sub-

stances derive from the leucocytes themselves, where they func-

tion as oxidation ferments.

These isolated, pigmented substances are three in number.

The one that has been described in most detail in the present

work has certain very pronounced characteristics.* AVhen oxi-
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(lircd, it has a brownish green colour with absorption-bands,

observable in the spectroscope, at 625 and 570 mft. On reduction,

the colour changes to clear green, and absorption-bands are observed

at G37 and -175 mit. Further, the substance reacts like a peroxi-

dase. On account of its colour and its manner of action, and in

order to distinguish this substance from other peroxidase sub-

stances prepared chiefly jfrom horse-radish (Theorell, 1941),

and yeast (Altschul, Abrams and Hogkess, 1940), I suggest

that this ferment be called “verdoperoxidase”, abbreviated,

V.P.O.

Another substance, probably having the character of a fer-

ment, that was observed and isolated, shows absorption-bands at

625 and 538 m/i, and in the reduced form a very sharp a-band

at 559 and a less sharply defined ^-band at 529 m//. These charac-

teristics are distinguishing features of parahematins and hemo-

chromogens, and the ferment is probably to be classified under

the group of the b cytochromes.

The third substance is brownish red in colour, and has an

absorption-band at 495 m/z. Its properties or possible functions

have not been investigated.

Description of Material for the Preparation

of Terdoperoxidase.

The material employed for the preparation of verdoperoxidase

in large quantities has been empyema from patients with tuber-

culosis. The empyema has been treated as soon as possible after

the operation, generally within 2—3 hours.

The empyema shows, like pus of other origin, a dirty greenish

colour. Direct spectroscopic examination in an ordinary test-

tube before a strong lamp revealed relatively strong absorption-

bands at 625 and 570 m/i. On reduction, two very sharp absorp-

tion-bands appeared at 637 and 559 m//. With the intention of

ascertaining whether the obsen^ed absorption-bands derived

from formed elements or existed as a substance in the fluid,

the following experiment was performed.

Centrifuging of empyema gave a deposit which consisted cliiefly

of cells and a relatively clear, yellowish green supernatant liquid.

Both the deposit and the supernatant liquid showed the above-
mentioned ab.sorption-bands. The deposit was repeatedly washed
with ph}'?iological sodium chloride solution. i\itcr centrifuging.
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the cells in the centrifugate still showed the characteristic bands,

while already the second washing liquid did not show these.

A microscopic examination of the preparation stained in Gi-

emsa solution showed that the cells consisted mainly of leuco-

cytes with polymorphic nuclei. A large number 4)f these were

in a state of degeneration with burst nuclei and cytoplasm.

Addition of freshly prepared Nadi-reagent (dimethylpara-

phenylendiamine -{- a-naphthol) to a part of the empyema showed,

if no hydrogen peroxide was added, no reaction; but the

simultaneous addition of HoOa gave an intense blue colouring.

The same experiment performed with a some days old reagent

had another effect; the blue colouring being produced without

the addition of hydrogen peroxide. This effect will be discussed

later. The guaiac and the benzidine tests on peroxidase also

gave positive results. The preparation showed only very weak
catalase activity.

Examination of an almost limpid, cell-free pleuritic exudate

showed no characteristic absorption-band. The peroxidase re-

actions gave negative results.

It is clear, from the above-stated facts, that verdoperoxidase

is bound to the structure of the white blood corpuscles. By
disintegration of the latter, however, the ferment can be released,

and thus on examination be found also in the solution surround-

ing the leucocjdes.

In order to exclude the possibility that the verdoperoxidase

might be demonstrable as a conversion product of hemoglobin or

similar substances only in pus, experiments were performed to

ascertain whether the ferment occurs in leucocytes direct from

the blood. An examination of leucocytes isolated from the blood

of a case of myeloic leukemia showed these leucocytes to be very

rich in verdoperoxidase.

The conclusion to be drawn from the above-described investi-

gations is that verdoperoxidase is a ferment occurring in the

leucocytes, catalyzing peroxidatic reactions.

Method for the Determination of the Ferment Content.

In order to follow the content of V.P.O. in different fractions

in connection with the preparation, use has been made of the

characteristic absorption-bands of the ferment.



'26 KJELL AGNER.

On page 3i -w-ill be found a description of tbe determinations

of the absorption coefficients for tbe purest preparation at dif-

ferent wave-lengths. At 637 mfi the difference between the ab-

sorption coefficients for the oxidized and the reduced ferment

is great, reaching a value of 2.45x10" cm.^ per gram-atom of

fermcnt^bound iron in 1 ml. solution.

The light absorption for the material in which the content of

Y.P.O. had to be determined was measured at the wave-length

637 mu in both oxidized and reduced states. From the difference

was calculated the amount of ferment-bound iron, expressed

in gram-atoms.

The accuracy of this method depends upon whether other

substances were present whose light absorption at this wave-

length was also changed on reduction. This was certainly the

case as regards impure preparations, but the error, even here,

was relatively small, since the light absorption in the red part

of the spectrum, even with impure preparations, derived chiefly

from V.P.O. After the elimination of coloured impurities, the

correct values were obtained; these agreed well, all along the

line, with the values expected from the measurements on im-

purer material. The method of determining the absorption

spectrum of a ferment in impure preparations as the difference

between the oxidized and the reduced form has been employed

e. g. by Warburg and Christian (1932) on the yellow ferment.

In this institution a photo-electric apparatus in principle

according to Warburg and Negelein (1929) has been employed
for light absorption measurements.

Preparation of Pore Yerdoperoxidase.

In connection with a number of preparations of V.P.O.
,
differ-

ent methods have been tried. The preparation described below
exemplifies the method that has so far proved to give the best
results.

First step. Precipitation in a layer between ether and ammon-
ium sulphate solution.

To 850 ml. of empyema was added 1,500 ml. of distilled water
and 850 ml. of ether. The mixture was shaken. 1,200 grams
of ammonium sulphate was added, after which the solution was
centrifuged. A yellow coloured ether layer was obtained on top;
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xinder tlus was a relatively solid “cake”,, and at tke bottom a

•clear, colourless solution. The ether and water phases were

-sucked off, after which the middle layer was dissolved in

water.

- The resulting solution, 3,100 ml., was very viscous and not

quite clear. It contained 7.2 X 10"® gram-atoms of ferment-

bound iron, corresponding^ to about 400 mg. of pure V.P.O.

Second step. Purification with barium acetate.

In this case 400 ml. of saturated barium acetate solution was

-added to the solution, upon which large, white, heavy flakes

were precipitated. The amount of barium acetate must for every

preparation be ascertained by a preliminary test. Too much
barium acetate must not be added, or the solution will become

-opalescent after centrifugation. The volume of the solution after

centrifugation was 2,900 ml. The solution contained 6.3 x 10~®

gram-atoms of ferment-iron. Yield: 88 %.
Third step. Precipitation with ethyl alcohol.

To the above-mentioned solution of 2,900 ml. an equal volume

-of 95 % ethyl alcohol was added. After strong centrifuging,

when a white deposit (3 A) was obtained, the volume of the

yellow-green supernatant liquid was 6,600 ml. A further 1,500

ml. of alcohol was added, upon which a strongly green-coloured

precipitate was obtained (3 B). This was dissolved after centri-

fugation in 150 ml. of distilled water. The solution contained

-4.4 X 10"® gram-atoms of ferment iron. Yield: 70 %. The mo-
ther liquid, which was red in colour, was evaporated at a low

temperature and dialyzed (3 C).

Fourth step. Ammonium sulphate precipitation.

160 ml. of saturated ammonium sulphate was added to the

solution 3 B. An almost colourless precipitate 4 A was formed.

The solution was centrifuged, A further 150 ml. of ammonium
sulphate was added to the mother liquid, a green precipitate

being obtained (4 B). On the addition of a further 350 ml. of

ammonium sulphate a red precipitate 4 C was obtained. The
mother liquid, which was colourless, was discarded. Precipita-

tion 4 B was dissolved in 50 ml. of distilled water; the colour

was brownish green and the solution quite clear. The solu-

tion contained 3.7 X 10"® gram-atoms of ferment iron. Yield:

On dialysis with distilled water> the preparation was preci-

pitated almost completely, and was dissolved only after the
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addition of salt (0.8 % sodium chloride solution). In connection

with attempts to purify the preparation with the aid of cata-

phoresis, .this method, at this degree of purity, proved unsuit-

able. as after the experiment the verdoperoxidase was found

both in the fraction that migrated to the positive pole and in

that migrating to the negative pole.

Fifth step. Ammonium sulphate — barium acetate treatment.

The preparation was precipitated with 60 % ammonium sul-

phate, centrifuged and dissolved in water, after which saturated

barium acetate was added. Subsequent dialysis with distilled

water resulted in only partial precipitation of the preparation.

Sixth step. Cataphoresis.

On cataphoresis with that part of the ferment which was

soluble in distilled water, the preparation divided into two frac-

tions, one migrating to the positive pole, faintly red in colour,

and the other migrating to the negative pole. The boundaries

of the latter fraction moved uniformly and with a constant speed.

Cataphoresis was performed with the preparation dissolved in

phosphate buffer pH 6.8; ionic strength 0.1; temp. 0°C. Electro-

phoretic mobility u = — 4.0 x 10~® cm® X volt“^ X sec."^

The substance precipitated on dialysis with distilled water was

subjected to renewed ammonium sulphate and barium acetate

precipitation. On dialysis with distilled water a part of the pre-

paration proved to be insoluble in a salt-free medium, while a

part was so purified as to be soluble. The preparation was treat-

ed with such ammonium sulphate and barium acetate precipi-

tations until most of it had been obtained in a form in which
it was sohible in salt-free solution and migrated on cataphoresis

with well defined boundaries and a constant speed. The treat-

ment of the preparation with ammonium sulphate — barium
acetate frees it from substances that are bound to it with great

affinity, and give it other properties than those it has in a

purer form.

MPio total quantity of material purified in this way was 140
ihg., corresponding to 2.5 x 10"® gram-atoms of ferment iron.

35 % of the original amount was obtained in yield. The pre-
paration purified in the above described manner proved, on
cataphoresis at pH 6 . 8

,
8.5 and 10. G, to be completely homo-

geneous, wliich favours the assumption that the preparation is

in a pure or almost pure state.
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Furtlier Treatment of tlie Bed Fractions.

The precipitate 4 C. The precipitate was dissolved in 30 ml.

of distilled water; the solution had a strong red colour. It was

treated with barium acetate in the manner that has already

been described for the precipitate 4 D. The substance thus ob-

tained has an absorption-band at 495 mfi. The properties of

the preparation have not been further investigated.

The solution 3 B. To 30 ml. of the solution, which was reddish-

brown in colour, were added small quantities of sodium chloride;

it was then precipitated with 70 ml. of 95 % alcohol. A red,

tough precipitate was obtained, which was easily soluble in

water. The solution showed absorption-bands at 625 and 538 m/<.

The substances employed in the preparation were ammonium sul-

phate and barium acetate “pro analysi” Schering-Kahlbaum. As the

phosphate chemicals “pro analysi” were found to contain consider-

able amounts of iron and copper, it was necessary, before using them,
to purify them. Monobasic sodium orthophosphate was dissolved in

connection with warming. To this solution was added sodium diethyl-

dithiocarbaminate, the mixture being shaken with amyl alcohol in a

separation funnel. The amyl alcohol was coloured dark brown. This

procedure was :[epeated imtil the amyl alcohol remained colourless.

The phosphate solution was- washed with ethyl alcohol and warmed
in a water-bath.

Cataphoresis was performed in an apparatus which has been

described by Tiselius (1937).

Recapitulation of the Procedure.

1. 1 volume of empyema -f- 2 volumes of distilled water -{- 1

volume of ether -j- ammonium sulphate.

2. Addition of barium acetate.

3. Precipitation with ethyl alcohol.

a. 45 %; colourless precipitate;

b. 65 %: green precipitate;

c. red mother liquid, which is evaporated to small volume.

4. The precipitate 3 b is dissolved in water and precipitated

with ammonium sulphate.

a. 50 % saturation: colourless precipitate;

b. 65 % saturation: green precipitate;

c. 80—90 % saturation: red precipitate.
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3. Precipitate 4 b is dissolved in vrater and treated mtb am-

moniuin sulpliate and bariuni acetate until a substance soluble

in distilled vrater is obtained.

G. Catapborcsis. Phosphate buffer: pH 6.8; ionic strength

0,1; temp. 0° C. The fraction with positive charge consists of a

jrrccn substance = Y.P.O.

Analysis of Terdoperoxidase.

Ylien purified in the manner described above, by shaking vrith

ammonium sulphate and ether, precipitation with barium ace-

tate and alcohol, followed by iterated treatment with ammonium
sulphate and barium acetate, and, finally, by cataphoresis, the

preparation is a brownish green substance soluble in distilled

water.

Nitrogen Analyses.

The nitrogen content of the preparation was analysed with the

micro-KjELDAHL method:

3,5 mg. prep 0.601 mg. N
1.75 » D 0.299 » N.

The nitrogen content thus amounted to 17.15 %.

Iron Analyses.

In the metal analyses combustion to ash at a high temperature

was avoided, the preparation instead being combusted in sul-

phuric acid. The determination of iron was made in all essentials

according to the procedure described by Heilmeyer and Plot-
ter (1937). The analyses were carried out as follows:

Samples of Y. P. 0. and Fe-standard were evaporated to dryness

in quartz tubes of 20 mm. in height, 10 mm. in width and provided

^vith round bottoms. 0.2 ml. cone, sulphmic acid was added,
and the tubes were placed in a sand-bath. Platinum wire, 0.25

mm. in diameter, was wound round the tubes, above the surface

of the sulphuric acid. The platinum wire was connected with a
source of current. In the lumen of the tube was placed a fine

pipette connected with a suction-pump to enable an effective

evacuation of the sulphuric acid steams. Before the sand-bath
was heated up, a current of 3—4 amperes was sent through the
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platinum wire. The sand-bath was then heated to 200°—250°

and the temperature controlled with a thermometer. A couple of

drops of perhydrol were added. By means of the platinum wire

winding the sulphuric acid was prevented from “creeping up”

the walls of the tubes, as this would render the determina-

tions uncertain. When the combustion was finished and all

the sulphuric acid was evaporated, the heating was dis-

continued.

To each tube was added 0.6 ml. 0.75 n. sulphuric acid and one

drop of 1 % paranitrophenol, followed by the addition of as much
1 n. ammonia as was necessary for neutralization. 1 drop of 1 %.
phenantroline, 1 drop of 1 % hydroquinone and a couple of

grains of sodium hydrosulphite were added. If the colouring

was strong the content of the tubes was diluted with redistilled

water. The intensity of the red colour caused by the ferro-

phenantroline compound was determined by using a Zeiss

“Stufen-photometer” (filter S 50), microcuvettes of 5 cm. in

length being employed. The extinction coefficients E. were

calculated.

As the iron content was determined in solutions of different final

volumes, the value obtained was recalculated to refer to a dilution

of 1 ml., Ecorr- (Table I.)

Table I.

®corr.
®test~

®blank test

fig. Fe cal-

culated

1.4 rag. V. P. 0 1.37 1.10 1.38

0.7 mg. V. P. 0 0.81 0.64 0.69

2.03 ug. Fe 1.88 1.61 —
1.01 fig. Fe . . . . . . . . . . 1.01 0.74 —
0.05 fig. Fe 0.07 0.40 —
Blank test 0.29 — —
Blank test . . . . . . . . . . 0.26 — —

The iron content was fovmd to be 0.1 %, corresponding to-

1.8 X 10“® gram-atoms per gram of preparation.

Copper Analyses.

Copper was found -to be present in the preparation by addition

of sodium diethyldithiocarbaminate. The quantitative deter-
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mination was carried out according to a method described by

Warburg (1927). This method is based upon the catalyzing effect

of copper ions upon the aerobic oxidation of cystein.

The combustion of material took place in the manner described

in connection with the iron determination. When the sulphuric

acid had evaporated, 0.1 ml. 1 n. hydrochloric acid was added.

The hvdrochloric acid was then transferred to the side-bulb

of a Warburg vessel. The tube in which the combustion had

taken place was washed with 0.1 n. hydrochloric acid, and

the washing fluid also transferred to the side-bulb. The vessel

was placed in a warming cupboard and the solution was dried

at 110° C.

Scherikg-Kahlbaum’s preparations for the determination of

copper according to Warburg were employed. The determina-

tions were carried out with amounts of reagents as given in the

following table:

Table n. Air. 20’.o C.

;

Tcsscl I n nr IV V

i

Content of the

capital room.
Sodinm pyro-

phosphate
3.45 ml. m/5

pH 8.2.

— >. — —
,
Content of the

sidc-hnlb.

Cystein
hydrochloride

6 mg. J

1 0.2 ml. HCl
m/10. }

- —
Blank test 0.88 mg

T.P. 0.

1.70 mg
Y.P. 0.

0.88 mg
V. P. 0.

0.12 fig Cu

0.24 /<g Cu

(combusted) [combusted) (combusted) (combusted)msm
Oxygen consump-

tion in 20 min.
15.0 c. mm. 53.2 c. mm. 95.4 c. mm. 94.2 c. mm. 99.8 c. mm.

DifTcrence;

test — blank test. 37.0 c. mm. 79.8 c. mm. 78.0 c. mm. 84.2 c. mm.

ithout previous combustion of the preparation a determina-
tion was made with the same method to ascertain the amount
of copper that could be split off in acid solution.
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Table HI. Air. 20’.o C.

Vessel I 11 HI IV V

Content of the

capital room.

Sodium pyro-
phosphate

3.45 ml m/5
pH. 8.2. h —

>

1

Content of the

side-bnlb.

Cystein

hydrochloride

6 mg.

1 _
f

—
0.2 ml. H Cl.

ffi/10. }
- ^ —

0.88 mg
V. P. 0.

0.88 mg.
V. P. 0.

O.Ofi «g. Cn

0.12 ftg. Cn 0.18 fig. Cn

Oxygen consump-
tion in 20 min.

14.1 c. mm. 44.9 c. mm. 63.9 c. mm. 51.4 c. mm. 72.1 c. mm.

Difference*,

test—blank teat. 30.8 c. mm. 49.8 c. mm. 37.3 c. mm. 58.0 c. mm.

From the results in the tables II and III the copper content

was calculated as 0.0011 and 0.0009 % respectively, corresponding

to 0.16 10~° gr. atoms per gr. preparation.

Measttrenient of Light Absorption.

The light absorption at different vrave-lengths was determined

with the photo-electric apparatus of the Institute, built in all

essentials according to "Warburg and Negelein (1929). As a

source of light for wave-lengths above 400 m^u we used a lamp
of 8 amperes 12 volts; current was supplied to the lamp from

an accumulator. The absorption in the ultra-violet region was
determined with a hydrogen discharge vacuum tube as. source of

light. A potassium-cesium photo-cell filled with argon was used

in the determinations in the wave-length region above 560 m/^ and a

potassium photo-cell filled with argon for the region below 560 m/i.

The absorption coefficient was calculated from the formula

lo 1 1

Iq represents the intensity of the incident light and I the in-

tensity of the transmitted light,

d = the layer thickness in cm.

c = gram-atoms Fe/ml.

As the preparation was found to contain 0.1 % of iron and

3—411658

/gr.-atom of iron.
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this, for reasons that vrill be discussed later, -svas considered to

be porphjTin-bound in the oxido-reducible, colour-conditioning

group, the concentration was expressed in gram-atoms of iron.

Fig. 1. Spectra of oxidized and reduced verdoperoxidase preparation.

According to the light-absorption measmements for V.P.O.
(fig. 1), this has, in the oxidized form, 7 absorption-bands, of which
the three in the w'ave-length region above 500 mju. are clearly observ-
able vrith the spectroscope. The absorption-band at 570 m/u,

is most conspicuous. At 625 and 690 m;: two other bands are
observable, but not so strongly marked. At 490—500 mju one
sees only a faint shadow, and the band at 430 m/x is observed
only as an end-absorption in blue.

This band, >Soret’s band, is characteristic of porphyrins and
is found in the absorption curves for all the examined substances
containing iron-porphyrin groups. The value 16.1 X 10" cm/gr.
atom of iron is of the same order of magnitude as for the y-band
of other hemin catalysts e. g. fox catalase = 19.6 • 10' (Agner,
1938), for peroxidase “H” ^,^ = 18 '10' (Theorell 1941) and
for cj-tochrome c f}^y^

~ 27*10' {Theorell and Akesson 1941).
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The absorption spectrum for the reduced V. P. 0. was measured

for the ferment solution that was used in the determination

of "the reduction equivalent”. (Page 37.) On the reduction, a

distinct absorption-band with a maximum at 637 m/^ appears.

The max. of the SoRET-band slnfts to 475 m/i, while retaining its

intensity. The absorption-curve shows a max. at 590 m/<, at

which wave-length, however, no band could be observed spectio-

scopically. The absorption-bands in the ultra-violet region cor-

respond to those of the oxidized form.

IBeterniination ofttlie Kediiction Equivalent.

In order to decide whether the iron-content in the preparation

corresponds to the concentration of the colour-conditioning

group, the following experiment was performed:

To V.P.O. which had been oxidized completely at pH 4.5

was added, under anaerobic conditions, sodium hydrosulphite

at the same time as the absorption change at 637 mfi was con-

trolled. In this way it was possible to determine the least amount

of hydrosulphitc that was necessary for transition of the ferment

from the oxidized to the reduced state. This amount was equiv-

alent to the colour-conditioning group, and the value obtained

could be compared with the iron and copper contents, which

were determined in another way.

The arrangement of apparatus may be seen in fig. 2.

From a hydrogen bomb A, hydrogen gas was led through

aim. long quartz tube B, containing a platinum plate with a

large surface. The quartz tube was heated with a gas flame C.

The gas was conducted to a bottle D, which contained alkaline

hydroquinone solution. The "wash-bottle” D was provided

with an arrangement which allowed of the addition of hydroquin-

on^ to the alkaline solution after the removal of the oxygen.

\uf two tubes from the bottle D, one led to the cuvette E and
the other to the supply vessel F. The cuvette E was a 10 mm.
long glass tube with smooth polished edges. The mouths were

covered with quartz plates. The total volume of the cuvette

was about 4 ml,, but it was filled with only 3.6 ml. of solution.

In the bottom of the cuvette and in its upper part above the

surface of the solution were introduced tubes for the bubbling

through of hydrogen. The gas was removed from the cuvette

through a third tube with a very narrow lumen. All the tubes
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lending to the cuvette AVere provided vith taps. By means of

this arrangement hydrogen could be bubbled either through

tlie solution or only conducted above the same. Brom the wash-

bottle D one could also conduct the hydrogen to the supply

vessel F. This consisted of a bottle that was at least half filled

with water. The water had previously been freed from the oxy-

gon phy.sically dissolved. The gas was conducted through a
tube I, which ended at the bottom of the bottle, and was removed
through a tube II, from the upper part of the bottle. A third

tube III allowed of the conduction of fluid to the burette G. By
bubbling hydrogen through the water for an hour the latter was
freed from oxygen. A certain weighed amount of hydrosulphite
had before the experiment been placed in a basin in the upper
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part of tlie bottle. By means of a special arrangement the basin

was now tipped into the water and the hydrosulphite was dissolv-

ed. This solution Was employed for the filling of micro-bmrette G.

The point of the burette was introduced into the cuvette E
through the outlet tube .of the latter. By means of a suitable

arrangement of taps the stream of hydrogen and the re-filling

of the burette could be regulated. In order to determine the

amount of the preparation that had been reduced by different

additions of hydrosulphite, the increase of light absorption at

637 m/« was measured in the abeady mentioned photo-electric

apparatus.

.The experiment was carried out as follows:

'^The bottle F was first freed from oxygen, the hydrosulphite

was dissolved in water and the burette filled with hydrosul-

phite solution. The cuvette C was filled with 3.5 ml. solution,

containing a determined amount of V.P.O., and hydrogen gas

was bubbled through. "When the solution was considered to be

free from oxygen, the hydrogen Was conducted above the solu-

tion in order to prevent oxygen from diffusing in through

the tube through which the point of the burette was introduced.

Small quantities of hydrosulphite were added from the bu-

rette, and the amount of reduced ferment was determined by

measuring the increase in absorption at 637 m/x.

The titration result is reproduced in figure 3.

As may be seen from the figure, the increase of the extinction

coefficient was directly proportional to the amount of hydro-

sulphite added. In certain cases, as in the one shown here, the

hydrosulphite was used up before change of colour and ab-

sorption was noticed. In how far this may be caused by the pre-

sence of traces of oxygen or is due to other circumstances can-

not yet be decided. In other experiments the change in the

spectrum began to appear from the very beginning of the hydro-

sulphite addition. In any case, the amount of hydrosulphite

used up from exactly the beginning of the spectral change to

the definite conclusion, gives the titre for the coloTired group

of the chromoproteid.

The amount of hydrosulphite used for reduction of V.P.O.

was compared with the amount that was employed for the re-

duction of a certain quantity of ferri-ions. aa^’-dipyridyl, 0.05 %,
was dissolved in an iron standard solution. In the previously

mentioned cuvette hydrogen was bubbled through a determined
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Sodium hydrosulfihc soiuf'ion

Fig. 3.

amount of the solution, and when this could be considered free

from oxygen, titration with hydrosulphite was carried out.

The increase in the concentration of the red ferro-aa’-dip3nidyl

was measured spectroscopically at the wave-length 522 m//.

(Fig. 4.)

Table IV.

Sodium hydrosulphite

c. mm.

8.05 mg. y. P. 0 26

10.2 «g. (1.83 • 10-r gr. atoms) 30

From the results in table IV the metal content in the

preparation was calculated as 1.97 x 10“® gr.-atoms per gr.

dry substance, which value agreed, as closely as could be
expected, with that which was obtained in the direct iron
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determination viz. 1.8 X 10“® gr.-atoms Fe/gr. substance. These

values support the assumption that the colour-conditioning

group is an iron porphyrin compound. Copper, on the other

hand, caimot be contained in this group, since the total content,

0.16 X 10“® gr.-atoms per gr. substance, is obviously too low

to be able to correspond to the oxido-reduction equivalent. The

copper is probably an accidental constituent, as has been shown

in the case of catalase (Agner, 1939) and cytochrome peroxi-

dase (Altschul, Abrams and Hogness, 1940).

c

0 10 20 30 AO 50 c.mm.
Sodium hydrosulfite soluHon.

Fig. 4.

Spectroscopic Investigations.

The position of the absorption-bands in solutions containing

verdoperoxidase has been measured with a Zeiss hand-spectro-

scope. The concentration of the ferment has generally been 0.6

—

1.0 %, and the thickness of the layer about 1 cm.

Oxidized and reduced V. P. 0.

In the oxidized state, V. P. 0. showed four absorption-bands in

the visible part of the spectrum: at 690, 625, 570 and (500) m/t,

and end-absorption in blue from 465 m//. On addition of sodium
hydrosulphite, a brownish green solution of the oxidized ferment

turned bright green, and the absorption spectrum was replaced

by two bands at 637 and 475 m/t. If a solution of V. P. 0. was
stored in the oxidized form in closed glass vessels, one observed a

similar gradually appearmg change of the colour and of the ab-
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sorption-bands, '^bicb extended for weeks from the parts nearest

the bottom upwards. If a stream of oxygen-gas was conducted

through the solution the reduced ferment was oxidized very

gradually if the degree of acidity of the solution had a pH value

greater than 5: if the value was lower than 5 the ferment was

oxidized immediately.

Yerdoperoxidase is thus a substance that can be oxidized and

reduced reversibly, and that in the oxidized and reduced forms

has different absorption-bands. In solutions with a hydrogen-ion

concentration lower than 10“^, the ferment gradually goes over to

the reduced state, while it is autoxidizable in more acid solutions.

Peroxide compound.

Small quantities of hydrogen peroxide were added to a solution

containing reduced V. P. 0. The colour then changed to brownish

green, and the characteristic bands for the oxidized ferment were

observed. On the further addition of hydrogen peroxide, the

solution turned green, and had a distinct absorption-band at

625 mu. This compound was unstable, and gradually disintegrated,

with liberation of the peroxidase in oxidized form. At a hydrogen

peroxide concentration of m/20, the absorption-band disappeared

and the ferment was destroyed.

If hydroquinone was added to the peroxide compound, this led

to the re-formation of verdoperoxidase in the oxidized state, while

at the same time the hydroquinone was oxidized, turning red in

the process.

Hydrogen peroxide thus oxidizes the reduced ferment, forming

with the oxidized form a peroxide compound. The peroxide com-
pound oxidizes e. g. hydroquinone, and the ferment returns to

its oxidized form. In this, the ferment reacts in the same way as

plant-peroxidases, and the spectroscopic observations explain

later described functions of the ferment.

Corn-pounds tdth HCN, HjNOH, HaNg.
Like certain other ferments which as a prosthetic group con-

tain iron-porphyrin compounds, V. P. 0. also formed compounds
with cyanide and azide ions and with hydroxylamine.

Solutions of the oxidized form of V. P. 0., on addition of hydro-
gen cyanide (KCN -f- equivalent HCl), changed to clear green in

colour, and absorption-bands were observed at 634 and 458 m/r.
Compared with the reduced form of V. P. 0., these bands thus
shoved a displacement of 3 and 17 m« respectively to the short-
wave part of the spectrum.
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The hydroxylamino compound of the verdoperoxidase was green

in colour, and had absorption-bands at 628 and 460 mfz. If sodium

hydrosulphite was added one observed first a broad band between

628 and 637 m^u, and thereafter only a narrower one at 637 mf.i.

This shows that the reduction of the hydroxylamine compound
does not take place instantaneously, but requires a certain time,

dicing which a mixed spectrum can be observed.

"x^ddition of sodium azide gave, with the oxidized form of ver-

doperoxidase, no spectroscopically observable change. On addi-

tion of hydrosulphite to a solution of sodium azide and V. P. 0.,

the spectrum for the reduced V. P. 0. first appeared. The ab-

sorption-band was then displaced from 637 m/^ to 615 mfi. The

band in blue was situated at 460 m/^.

The sodium azide obviously does not form any compound with

the oxidized form of verdoperoxidase; not until the latter has been

reduced does a V. P. 0.-azide compound appear. The result is

thus remarkable, as the azide ion generally forms compounds with

substances in which the hemin-bound iron is in the highest

oxidation stage. The observation must be made the subject of

further investigations.

Ex'periments with carbon monoxide and sodium fluoride.

Carbon monoxide did not form any spectroscopically observable

compound, either with the oxidized or the reduced form of

V. P. 0., nor could such a compound be observed with fluoride.

Survey of tlie Spectroscopic Results.

TnI)Ie V.

v. P- O.O.. 690, 625, 570, (500) m.a

V, O-rea. 637, 475 mu.

Y. P- O.o,c. 625 mM.

v. P- O.O.. + HCN 634, 458 mu.

Y. P- O-ox. + HjNOH 628, 460 mu.

Y. + NaNs 615, 460 mfi,

Y. P- red. -b NaF As Y. P. O.oj., red.

Y. P" ®‘ox., red. + CO As Y. P. O.Q,,., red.

Attem'pt to split V. P. 0.

A solution of verdoperoxidase was dripped into acetone to

which HCl had been added (1 part of cone. HCl to 1,000 parts of

acetone). The ferment was precipitated without the colour-con-
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ditioninji t)6ing split off. -As in tli6 css6 of cytocliioiiis c,

the prosthetic group is obviously very firmly bound to tbe protein,

and the verdoperoxidase differs, herein, from the hemin proteids,

hemoglobin, catalase and horse radish peroxidase II.

Activity Determinations.

The isolated, green coloured substance has proved, according

to previously mentioned analysis results, to be a proteid with a

prosthetic group consisting of an iron-porphyrin compound.

Several substances which have previously been isolated and de-

scribed are constructed in a similar way, and have several different

functions to fulfil in oxidative metabolism. They serve as electron

transporters — cytochromes, hydrogen peroxide splitting activ-

ators — catalases, as activators of oxygen in peroxide compounds

— peroxidases and as oxygen-transmitting enzymes. Experi-

mental investigations have been made, to ascertain whether the

isolated substance catalyzes reactions similarly to any of the

above-mentioned substances.

"Whether the ferment, which is oxido-reducible, can serve as a

cytochrome in the cells depends on the value of the oxido-reduc-

tion potential. As this has not yet been determined, the question

must be left open.

The capacity of the preparation to act as an "activator of

oxygen” was investigated by measuring the amount of oxygen-

gas that was consumed in the oxidation of a substrate in the

presence of the ferment. In spectroscopic investigations it had
proved that the ferment was autoxidizable in solutions with pH-
values imder 5, and that it was not autoxidizable in neutral or

alkaline solutions. Experiments were therefore carried out with
the substrate dissolved both in phosphate buffers and acetate

buffers at pH G.8 and 4.5 respectively. Waeburg vessels were
used in the experiments, and the consumption of oxygen-gas was
determined at 20° C. Up to 15 /xg ferment was used for 3.65 ml.
solution of the substrates (m/500). Phenol, pyrocatechol, resorci-

nol, hydroquinone, pyrogallol, tyrosine, paraphenylendiamine and
a.'scorbic acid were all tried as substrates. In no case was the con-
sumption of oxygen-gas greater than the amount that was used
for the autoxidation of the substrate.

Besides the substrates mentioned, dihydroxymaleic acid was
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also tried. In these experiments the ferment was found to cause

oxygen consumption, as Theorell and Swedin (1939; 1940)

found to be the case with plant-peroxidase. This effect was in-

hibited, as in the experiments with plant-peroxidases, by catalase.

The isolated ferment, as has already been mentioned, has a per-

oxidase effect. This effect will be dealt with in greater detail

later. It is noteworthy that the dihydroxymaleic acid oxidation

is catalyzed by this peroxidase. This observation supports

Theorell’s view that "the dihydroxymaleic acid oxidase” is not

an o^dase in the strict sense, but that the' dihydroxymaleic acid

oxidation is catalyzed by substances having a peroxidase effect. —
An attempt was made to work out a method for the determination

of activity by measuring the oxygen-gas consumption in this

reaction catalyzed by the ferment. The effect of the enzyme was

relatively strong (10 /ig. caused an oxygen consumption of about

11 c.mm. in 5 minutes), but since one did not always obtain values

that were completely reproduceable and proportional to the fer-

ment concentration the method was not considered suitable.

The catalase activity, Kat. f., was determined for the prepara-

tion and proved to be quite insignificant about 5, which cor-

responds to 1/10,000 of the value for catalase.

In the description of the primary material from which the

verdoperoxidase was prepared it has been mentioned that this

showed a positive result on being tested with the ordinary per-

oxidase reagents (the NADi-reagent, guaiac tincture or benzidine

-|- hydrogen peroxide). The first preparation, however, was not

investigated in respect of this effect. At first, when a relatively

pure ferment was prepared, and shown to have a peroxidase

capacity, the original materials were also tested.

The observation that the ferment formed a spectroscopically

observable compound with hydrogen peroxide, which was able to

oxidize substrates like hydroquinione, has already been mentioned.

To what extent the V. P. O.-peroxide compound was able to

oxidize other substances was investigated in experiments where

the ferment was for a certain time allowed to act upon substrate -f-

hydrogen peroxide in a Warburg vessel with two side bulbs.

The amount of hydrogen peroxide that after a certain time had
not been used,up was determined by measuring the development

of oxygen-gas when catalase was added. The capital room of the

Warburg vessel contained hydrogen peroxide m/350 and the

substrate m/350 that was to be investigated, one of the side
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bulbs 10 iig T. P. 0. and the other 50 //g catalase. V. P. 0. was

mixed with the substrate, and two minutes afterwards catalase

was added. The development of oxygen-gas was measured mano-

metrically. In table VI v*ill be found the results of the deter-

minations.
Table TI.

1

!

Substrate

Plank

test

Phenol

1

Ilydroquiuoiic

1

Resorcinol

1

Pyrocatechol

1

Pyrogallol

1

Paraphenylendiamine

w
0
0

0

Tyrosine

1

Sulphanilamide

Ethyl

alcohol

1

,

'

c. mm. Oj eveloped 215 206 143 190 115 125 151 184 207 203 220 130
(HjOj remaining nnnsed)

Peroxidase activity — 0 ++ + +4+ +++ ++ + 0 0 0 +++

As may be seen from the table pyrocatechol, pyrogallol,

hydroquinone, paraphenylendiamine and ascorbic acid are sub-

stances that are easily oxidized. Less easily oxidized are resorcinol

and benzidine, while phenol, tyrosine, sulphanilamide and ethyl al-

cohol are not oxidized. To draw the conclusion that these latter

substances are not oxidized at all in a system in which V. P. 0.
is a con.stituent would of course not be justified by these experi-
ments. One can only constate that under the conditions under
which these experiments were carried out, oxidation did not take
place.

Of the substances which were oxidized by the V. P. 0.-peroxide
compound in the foregoing experiments, p3?rogallol is used in
the activity determinations on peroxidase according to Will-
.STATTEP. and Stoll (1918). The suggestion of Keilin and Mann
(19.j 0 to use a total volume of 500 ml. instead of 2,000 ml.
was followed.

The activit}* determinations were thus carried out as follows: a
solution of a definite amount of ferment was added to 500 ml. of a
solution, 20'.o C., containing 0.25 % pyrogallol and O.0025 % hydro-
gen peroxide. After .5 minutes the ferment reaction was interrupted
>} 1C addition of sulphuric acid. The purpurogallinc that was
0 . .mef P-as shaken out with ether and the amount was colori-

A .solution of crystalline purpurogallinc was
u«cd as a standard.

1 1 o



VERDOPEROXIDASE. 45

The activity of a ferment preparation is expressed in purpuro-

galline number (P. Z.). The purpurogalline number is given as mg.
of purpurogallme formed from pyrogallol per 1 mg. of dry-weight of

peroxidase preparation.

The colour development that was catalyzed by the ferment was

investigated with the idea of ascertaining whether it was propor-

tional to the ferment concentration and the time during which

the reaction was allowed to proceed. (Fig. 5.)

The experiments show that the colour development was greatest

during the first minutes, and that it afterwards diminished. It

has been shown spectroscopically that the ferment is destroyed

by stronger concentrations of hydrogen peroxide. The reduction

in the velocity of the reaction is perhaps to be explained by an

inactivation of the ferment by hydrogen peroxide; but the in-

hibition may also conceivably have been caused by oxidation pro-

ducts. As, however, the amount of purpurogalline formed after

different intervals of time is proportional to the ferment concentra-

tion, this reaction may be used for determinations of activity.

The purpurogalline number, “P. Z.”, for the verdoperoxidase is

calculated as 41. If the calculation is made by using the values
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obtained during tbe first period, before the ferment lias been

inactivated, the purpurogalline number would be about 75. It

mav be noted that the plant-peroxidases have a 10 to 20 times

stionger activity.

That the reduction of colour development is due to an inhibition

of the ferment activity and not to any diminishing of the concen-

tration of the reacting substances is shown by the fact that if

plant-peroxidase in corresponding experiments is used, the amount

of purpurogalline formed is directly proportional to the time.

Inhibition by different subsMnces.

The catalyzing capacity of the verdoperoxidase on the colour

development was inhibited by certain substances; and the sub-

stances and the concentrations that were tested are given in

table VII.

Table TH.
mg. pnpnrogalline % inhibition

0.2CO mg. Y. P. 0. — 10.3 —
» nCN m/100000 4.85 .51.2

> HCN m/25000 2.87 77.0

> HCN m/10000 1.47 86.0

» HCN m/1000 0 100

> HjNOH m/1000 7.15 30.5

» HjNOH m/500 3.81 68.0

» H.NOH m/100 0.53 95.0

» NaNj m/5000 5.89 42.5

» NaNj m/1000 3.49 66.0

» NaF m/500 9.12 11.5

> NaF m/100 5.17 49.5

> CO* 10.9 0

» Ethyl alcohol 70 S + **

formalin 10 * 9.4 10.0

In the experiment with carbon monoxide, gas was bubbled through
the .solution for 15 minutes before the experiment and also during the
5 minutc-s that the experiment lasted.

** \,P. 0. (0.2CO mg.) in a solution was precipitated by the addition
of a mixture of ethyl alcohol and formalin so that the concentrations of
the.=e sub-stanccs were 70 and 10 % respectively. After two hours, the
solution above the precipitate was pipetted off and the latter was
dksolved in water. The activity was tested.

Hydrogen cyanide, hydroxylamine and sodium azide inhibited
the activity of P. 0. As has been shown previously, also these
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substances formed spectroscopically observable compounds. Sod-

ium fluoride also inhibited V. P. 0., but no compound could be

observed here.

Carbon monoxide did not inhibit V. P. 0., nor did it form com-

pounds therewith.

A precipitation of V. P. 0. with a mixture of ethyl alcohol and

formalin (70 and 10 % respectively) and an exposure to the action

of these substances inactivated the ferment only slightly.

Inuctivalion by heat.

Tubes containing a solution of the ferment were lowered for 10

minutes into a water-bath which was adjusted for special tempera-

turesj and the ferment activity was determined. (Table YIII).

Table YHI.

0.260 mg V. P, 0. . ,

Temperature

20
°

Time mg. pnrpnrogalline

10 min. 10.3

% inhibition

> , ,
60° » 10.2 0

> . . 70° » 9.8 4.9

> « . 80’ > 9.6 6.4

> . . 90’ > 0 100

'pE stability.

Table IX shows the inactivation of V. P. 0. when acted

upon by different hydrogen ion concentrations for 10 minutes.

Table IX.
mg. in-

pnrpnro- hibi-

galline tion

0.2GO mg V. P. 0, in 0.1 ml. solution + 0.2 ml. aq. dost . . . 10.3 —
» + 0.2 ml. NaOH n/1 . . 5.3 48

> + 0.2 ml. NaOH n/10 . 10.4 0

> + 0.2 ml. NajHPO^ m/15 10.3 0

+ 0.2ml. CHjCOOHn/lO 10.1 0

> + 0.2 ml. CH3COOH n/1 9.9 4

» + 0.2 ml. HCl n/10 . . 0 100

> + 0.2 ml. HCl n/1 . . . 0 100

The solutions were neutralized, before the determination of the ac-
tivity, by the addition of an equivalent quantity of acid or alkali.
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The Preparation of Terdoperoxidase from 'White Blood

Cells from a Patient -witli Slyeloic Lenhemia.

Patient: A woman. 45 years of age. Clinical diagnosis: myeloic

leukemia. Blood status: red blood cells 2.75 million; hemoglobin

70 %; white blood cells 115,000.

Differential calculation; promyelocytes 8 %; myebej-tes 30 %;

metamyeloc}'tes 12 %; rod forms 5 %; neutrophils 38 %; eosino-

phils 1* %; basophils 1 %; lymphocytes 3 %; monocytes 2 %.
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Fig. 6. Spectram of reduced verdoperoxidase preparation from leucocytes.

Bed blood corpuscles in 20 ml. heparinized blood sedimented
for P/, hours. The fluid above the erythrocytes was pipetted off

and centrifuged. The red blood corpuscles were washed up again
in scrum and were once more sedimented for P/, hours. The serum
and tlie leucocjdes contained therein were centrifuged. To the
leucocytes obtained as deposit from these two centrifugations
were added distilled water, ether and ammonium sulphate;
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shaking. On centrifugation, a “cake” of precipitated substances

was formed between the upper layer of ether and the water

phase. This “cake” was washed up in water and barium acetate

was added. After centrifuging, a yellow-green, clear solution

which showed absorption-bands at 625 and 570 m[i, and which

on reduction became green, with a distinct absorption-band

at 637 m,u, was obtained. This solution also showed positive

peroxidase reactions.

The values for the extinction coefficients before and after re-

duction with sodium hydrosulphite were determined. The diffe-

rence was compared with that which was obtained for the “pure”

verdoperoxidase preparation, according to the description already

given. This comparison showed the content of ferment to be 1.35

mg./ml.; and as the whole volume was 2.2 ml., the total amount
was 3 mg.

Figure 6 shows an absorption curve in the visible part of the

spectrum for this preparation in the reduced state. The agreement

with the absorption curve for V. P. 0. from empyema is completely

convincing.

The weight of the leucocytes was roughly estimated at 1 gr.,

corresponding to about 0.2 gr. of dry substance. The content of

V. P. 0, is thus not less than 1— 2 % of the dry substance of the

leucocytes.

One can form an idea of the strength of the peroxidase effect

in leucocytes as compared with that in horse-radish root, the

classical preparation material for plant-peroxidases, in the foll-

owing way. Experiments in this institute (Theorell) have
shown that 8,000 P.U. (peroxidase units) can be extracted from
200 kg. of horse-radish, which agrees with the values given

in other quarters (e. g. Keilin and Mann). This thus gives 0.04

P.U. per gram of undried substance.

1 gram of leucocytes contains about 3 mg. of V.P.O. with

P.Z. 75, if the initial activity, which can probably be regarded

as physiological, is taken as the basis of the calculation. One
obtains a value of 0.23 P.U. per gram of undried leucocytes.

It appears from this that the peroxidase activity in leucocytes

is about 6 times as strong as in horse-radish root, which is nev-

ertheless known as one of the plant-parts that is richest in per-

oxidase, being excelled in this respect only by fig sap, accord-

ing to Sumner and Howell (1936).

i~4iie56
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Demonstration of Terdoperoxidase in Chloroleukemic /

Infiltrates.^

Cliloroletikemic infiltrates are characterized by, amongst other

tliinf^s, a greenish colour. The cause of this colour has hitherto

been uiiknou'n, and it has been assumed that it must be due to

a diffusible pigment.

In 1914, in a section from a case of chloroleukemia, great

changes were observed, in the form of chloromatous, periosteal

coatings, especially on the sternum. The sternum and the per-

iosteal coatings were preserved, and have, since been kept in

KAYSEUiiiXG’s fixative.

An approximately 1 cm. thick, greyish green section from the

chloromatous coatings hliowed, in a recent spectroscopic exami-

nation, faint absorption-bands at 570 and 625 mju. On the addi-

tion of hydrosulphite, the colour changed to clear green, and a

strong absorption-band was observed at 637 m/n. The prepara-

tion had a strong peroxidase effect.

The greenish colour of chloroleukemic infiltrates is thus, at

least partly, due to the presence of large amounts of verdoper-

oxidase. The resistance to the constituent substances of the

fixati%T, a property of the verdoperoxidase that has been de-

monstrated by previously mentioned investigations, explains the

survival, after 27 years, of the spectroscopically observed prop-

erties of the preparation and its peroxidase effect.

Investigations on the Nadi-Reagent.

The verdoperoxidase, on different occasions, showed a very

varying effect on the Nadi-reagent, and an investigation to as-

certain the cause of this circumstance was therefore undertaken.

The Nadi-reagent consists of a solution of dimethylparaphenylen-
diamine and a-naphthol

Y. P. 0. was added to a newly prepared solution of Nadi-
reagent. No colour reaction was observed. If small amounts of

liydrogen peroxide were added, the solution immediately showed
a blue colour. If a few hour old reagent was used instead of a
fre.^^h preparation of the same, a weak reaction was obtained;

’ These investigations have been carried out and published with the kind
permis'ion of Profc.'For Folke Ifcnschen.
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and if the reagent had been allowed to stand for twenty-four

hours a relatively strong reaction was obtained. No reaction

was observed if catalase was added to such a solution before the

addition of V. P. 0.

These e:^eriments show that even in a relatively short time

the reagent forms peroxides that on the addition of peroxidase are

used for the reaction in which indophenol blue is formed. The

variations in the formation of indophenol blue are thus due to the

occurrence of larger or smaller amounts of hydrogen peroxide.



Discussion.

Tlie conception of the oxygen-activating capacity of animal

tissues has been largely based on the previously mentioned ex-

periments with Nadi-reagent. The formation of indophenol blue

has been considered to be due to an oxidation of the constituent

substances of the reagent, brought about by an oxidase in the

tissues.

In my investigations it has been demonstrated that the Nadi-

reagent itself fonm hydrogen 'peroxide on autoxidation. This must

be taken into consideration in the estimation of the indophenol

formation, as the product of the reaction can be eonceived as

formed, partly or wholly, through a peroxidatic reaction.

An account has already been given of the conditions under

which Vernon, using Nadi-reagcnt, carried out the determin-

ations of the content of indophenol oxidase. With the idea of

allowing the oxygen in the air to come into effective contact

with the tissue oxidase, he arranged for a large contact surface

between tlie air and the test-solution. However, this must also

have contributed to an increase of hydrogen peroxide through

autoxidation of the dimethylparaphenylendiamine, and this

reaction may conceivably have contributed to the colour for-

mation.

Battelta and Stern determined the oxidase content by
measuring the comsumption of oxygen gas catalyzed by the tiss-

ue.s. Their results agreed, on the whole, with those arrived at

by Vernon. This agreement would indicate that the oxygen-
activating ferment was the same as that which caused the form-

ation of indophenol blue. The liver .showed, however, in determin-

ations with the Hadi-rcagent, a low oxidase content, but in

determinations of the oxygen consumption, on the other hand,
a iiigh oxidase content. The liver is 'the organ which has the

highest catalase content. If a primary formation of hydrogen
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peroxide is a necessary condition for the indophenol blue reac-

tion, then the above-mentioned circumstance might be explained

by an immediate disintegration by the liver catalase of the hyd-

rogen peroxide necessary for the peroxidatic reaction.

As yet unpublished investigations in this institute, on the

effect of the indophenol blue formation provoked by the addi-

tion of catalase to Nadi-reagent in which were placed different

tissue-sections from the grey matter of the brain, musculature,

kidneys etc., showed that the tissues in solutions without cata-

lase took on a blue colour in comparison with which samples

containing catalase loere ‘practically colourless.

Harrison (1929) showed that a positive Nadi-reaction did

not always necessarily depend on an activator of oxygen, but

that it could be secondarily induced by peroxidase and hydrogen
peroxide formed during the aerobic oxidation of such a system
as xanthine oxidase and hypoxanthine. It did not strike him,

however, that hydrogen peroxide might be formed in the reagent

itself. He explained, for example, that a rose-purple colour that

he observed immediately on adding the Nadi-reagent to solu-

tions of milk peroxidase was due to the presence of peroxide in

the peroxidase preparation. That the peroxidase preparation

contains peroxides in such concentration as to cause a colour

change is scarcely likely. The observation is probably to be

explained as being due to the occurrence of hydrogen peroxide

in the reagent.

It is obvious that the formation of indophenol blue from the

Nadi-reagent must be explained as being, in any case partly,

due to peroxidase reactions. Whether it is only due to these, or

whether indophenol blue is also formed direct through catalysis

of an oxidase or, according to Keilin, through cytochrome +
cytochrome oxidase, can, however, not yet be decided with

certainty. The strong inhibition of the tissue-N^di-reaction by
catalase that we have already demonstrated speaks, however,

strongly in favour of the assumption that the reaction is of per-

oxidatic quality.

The positive Nadi-reaction with leucocytes has generally been

interpreted as being due to an oxidase. It is clear, from the

above discussion concerning the formation of indophenol blue,

that it can be provoked by peroxidatic reactions.
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The reaction to demonstrate the oxygen-activating ferment in

leucocytes vitli Isadi-reagent is generally carried out -with alco-

hol-formalin fixed preparations. In my investigations, the puri-

fied verdoperoxidase has proved, curiously enough, to he re-

sistant to alcohol-formalin. — The staining is carried out in

alkaline solutions or -with Nadi-reagent, which according to the

instructions should not be used until twenty-four hours after

its preparation. V.P.O. is not inactivated by n/10 alkali during

the period used for the carrying out of the staining. In

such strong alkali the autoxidation is great (investigations by

Battelli and Stern and others), and hydrogen peroxide is

then formed

Nadi-reagent

more slowly,

has probably not been reached until after the lapse of a certain

time. The addition of catalase to the Nadi-reagent a minute

or so before the staining inhibits the formation of indophenol

blue in the leucocytes.

All of these reasons speak in favour of the assumption that

the Nadi-rcaction in the leucocytes is conditioned by verdoper-

oxidase.

Verdoperoxidase has been isolated from leucocytes from the

blood and from pus, and has been demonstrated in chloroleu-

kemic infiltrates. Investigations have also been carried out on
the prensence of V.P.O. in other tissues, e. g. lymph glands

both from healthy and from tuberculous animals; but we have
not been able to obtain any preparation from these sources show-
ing the absorption-bands and effects characteristic of V.P.O.
As has been shown in the foregoing pages, verdoperoxidase pro-

vokes the so-called myelo-Nadi-reaction, which according to

data in the literature, and as the name itself indicates, is charac-

teristic of myeloic cells.

The writer’s own investigations together with the data from
the literature thus show that, according to our present know-
ledge verdoperoxidase is a ferment that occurs only in myeloie r-ells.

I'erdoperoxidasc is a high molecular substance consisting of

protein to which an iron-porphyrin compound is firmly bound.
Preliminary investigations with cataphoresis have shown that
the ferment has a basic character, I.P.> pH 10; As has already

Tvith great rapidity. In a neutral solution of the

me formation of hydrogen peroxide takes place

^d the concentration necessary for the staining



VERDOPEROXTOASE. 55

been mentioned in connection with, tlie preparation of V.P.O.,

the ferment in impure preparation is bound so fast to certain

acid substances that despite its basic properties, in investigations

with catapboresis, it has been found, partly to accompany these

substances. Certoin investigators have found that the active

substance from leucocytes, with what they sometimes call oxi-

dase effect, and sometimes peroxidase effect, has not been pre-

paratively separable from nucleic acids, and they have assert-

ed that the activity was caused by nucleoproteids.

The prosthetic group is an iron-porphjnrin compound of hith-

erto unknown constitution. Compared with substances with

certain similar characteristics, it is conceivable that V. P. 0.

contains hemin groups with oxidized side-chains.

The reduced verdoperoxidase and the cyanide compound of

the oxidized form show absorption-bands (637 and 634 re-

spectively) situated in the wave-length region in which Warburg
et al. and Keilin formerly found absorption-bands belonging to

certain substances mentioned in the foregoing pages. In suspen-

sions of Pact, pasteurianum poisoned with hydrogen cyanide,

Warburg et al. showed an absorption-band at 640 m//, and con-

sidered this to be due to the cyanide compound of an oxygen-

transmitting ferment. Keilin, however, has declared that this, as

well as certain other substances with similar spectra observed

by him, has not an oxygen-activating function, but that they

are derivatives of cytochrome a. They have been called cyto-

chrome a,.

If the occurrence of verdoperoxidase in leucocytes had only

been ascertainable by spectroscopic investigations, and the prop-

erties and function of the ferment had not been described to

such an extent, it would, according to Keilin, have been con-

sidered as a cytochrome and been classified with the group!

As the function of the substances demonstrated by Warburg
et al, and Keilin is not known, and as they show, spectroscopic-

ally, great similarity to verdoperoxidase, it is perhaps permissible

to venture the thought that their effect is neither that of a cyto-

chrome nor of an oxygen-transmitting ferment, but that their

function is peroxidatic.

Peroxidases, isolated from different materials, exemplify the

fact that ferments in different tissues may be constructed in
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different ways and yet liave similar functions. Horse-radish has

been found to contain trvo different peroxidases, peroxidase I

and peroxidase II. The cytochrome peroxidase from yeast has

a spectrum similar to that of “plant-peroxidase”, hut quite a

different function; and verdoperoxidase, finally, differs essen-

tially from the other peroxidases both as regards structure and

properties.

In the present rvork, the function of verdoperoxidase cannot

be completely stated, as the investigations to date have only

sliovrn that it has a peroxidase effect; and the physiological

significance of the ferment is as yet uninvestigated.

The data in the literature concerning the demonstration of

peroxidase (generally called oxidase) in serum have been regard-

ed by previous investigators as of a certain importance. So,

for example, horse-serum, after the immunization of the animal

rvith diphtheria toxin, rvas shown to have a high “oxidase con-

tent”, and this “oxidase” was supposed to contribute to the

therapeutic effect. In a later work, Mollerstrom (1928) has

followed the peroxidase content in serum in infections, and

found that it was increased. As an explanation of these ob-

servations, it is conceivable that the leucocytes are disintegrat-

ed by toxic influence and verdoperoxidase is liberated. The

ohservation discussed on pages 24 and 25, that in the destruc-

tion of the leucocytes in empyema verdoperoxidase is liberated,

being found in the fluid surrounding the white blood corpuscles,

speaks in favour of this assumption. Whether such an appear-

ance of peroxidase in serum' is of importance for the combatting

of infections, it is of course impossible to say, owing to the in-

complctcnc.ss of the investigations so far carried out.

Among the current remedies for the treatment of infectious

diseases, sulphanilamide preparations have a prominent place.

It is generally assumed that the sulphanilamide as such is not
active, but that a derivative thereof, arising by its oxidation in

the organism, has the toxin-combatting effect. In vitro, such
an oxidation product is most easily obtained through a peroxid-

atic reaction, catalyzed by fcrro-compounds. It is possible that

the occurrence of the oxidized product in the organism is also

can.^^ed by a pcroxidatic reaction, and that the verdoperoxidase

catalyzes this. This assumption finds support in the clinical
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discovery tliat tlic sulpliairilamidc has the strongest therapeutic

effect in leucocytosis. In my experimental investigations (page

44), may.be found an account of an attempt to oxidize sulphanil-

amide vrith verdoperoxidase hydrogen peroxide. No effect

was obtained, but the experiment was carried out under such

conditions that one is not entitled to ascribe too much weight

to the result. Only continued investigations under more physio-

logical conditions may possibly jueld an answer to the question

as to whether verdoperoxidase has any importance for the oxi-

dation of sulphanilamide and similar substances.



Sniimiary.

A green-coloured ferment Tsutli diaracteristic absorption-bands

and peroxidase effect has been isolated and produced in pure

or almost pure form from leucocyte-ricb material. The isolated

ferment has been called verdoperoxidase, abbreviated to V.P.O.

It has been possible to demonstrate the presence of verdoper-

oxidase only in myeloic cells. The ferment content in the latter

is great, amounting to about 1 % of the dry weight. The

rtyclo-Nadi-reaction is caused by V.P.O.

The isolated ferment is a high molecular compound, consisting

of protein to which is firmly bound a colour-conditioning pros-

thetic group. Verdoperoxidase has a basic character, I. P. > 10.

The prosthetic group in V.P.O. is an iron-porphyrin compound
whose constitution is as yet unknown. The iron content of the

ferment is 0,1 %.
A method has been described for the determination of the

content of oxido-reducible substances which in the oxidized and
reduced forms have different absorption relations. With the

help of this method, determination of the reduction equivalent

can be carried out. — The value thus obtained for V.P.O. agrees

with the iron content arrived at in other ways, and constitutes

support for the assumption that iron enters into the prosthetic

group of the ferment.

In the oxidized form, verdoperoxidase has spectroscopically

observable absorption-bands at 690, 625, 570 and (500) mfi.

The reduced form has absorption-bands at 637 and 476 m/i.

V ith hydrogen peroxide the ferment forms a peroxide compound
with absorption-band at 628 m/i. Verdoperoxidase also forms

spectroscopically observable derivatives with cyanide and azide

ions and with hydroxyl amine, but not with fluoride and carbon

monoxide.
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The peroxidase activity of the ferment has on determination

with purpurogalline test proved to have a value of about 1/10

—

1/20 of the corresponding value for plant-peroxidase. On ac-

count of the large content of V.P.O. in leucocytes, the strength

of the peroxidase effect in leucocytes is about 6 times • greater

than that in horse-radish root per gram of substance.

Hydrogen cyanide, azide, hydroxyl amine and fluoride, but

not carbon monoxide, inhibit the activity of the verdoperoxidase.

V.P.O. is resistant to the effect of alkali n/10, acetic acid n/1,

and substances like alcohol and formalin; but it is inactivated

by alkali n/1 and hydrochlorid acid n/10. The ferment is inactiv-

ated at 90° G.

Like plant-peroxidase, verdoperoxidase exhibits an aerobic

oxidase actmty on dihydroxymaleic acid.

The green colour in chloroleukemic infiltrates is caused by ver-

doperoxidase.

Besides verdoperoxidase, also two red coloured substances

have been isolated from leucocyte-rich material. One of these

has certain characteristics that distinguish cytochrome b. The

other is characterized by an absorption-band at 495 m/i.

I wish to tender my warm thanks to Professor Hugo Theo-

EELL for his unflagging interest in this work and for much valu-

able advice and criticism.
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